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RESUME:

En période néonatale, les problémes d’ordre respiratoire et nutritif comptent parmi les plus
fréquents et sont selon certaines études impliqués dans le syndrome de mort subite du
nourrisson (SMSN). Ainsi, les déglutitions non-nutritives (DNN) se présentent comme une
fonction fondamentale en période néonatale notamment pour la clairance des voies
aériennes supérieures des sécrétions salivaires et des reflux laryngopharyngés. Il apparait
plus précisément que la coordination entre DNN et respiration est indispensable pour la
prévention des aspirations pulmonaires et la prolongation des apnées. Le but de cette thése
de doctorat est de comprendre et d’analyser I’effet de certains stress respiratoires comme
I’hypoxie (Hx 10% O,), ’hypercapnie (Hc 5% CO,) ou encore la fumée environnementale
de cigarette (FEC) sur la fonction de déglutition en terme de fréquence des DNN et de
coordination DNN-respiration en tenant compte des stades de conscience.

METHODE : Suite & la construction et a la validation d’un syst¢tme de production et
d’exposition a la FEC, un total de 36 agneaux nouveau-nés est instrumenté chroniquement
pour I’enregistrement d’un électrocardiogramme, du mouvement des yeux, d’un €lectro-
corticogramme, du flux nasal et de I’activité des muscles thyroaryténoidiens (constricteurs
de la glotte) par télémétrie. Des enregistrements polysomnographiques sont effectués chez
les agneaux nouveau-nés sans sédation ni contention expos€s en aigu a I’Hx ou I’'Hc ou en
chronique a la FEC.

RESULTATS : L’analyse des données polysomnographiques obtenues chez les agneaux
exposés réveéle une augmentation de la fréquence des DNN (p=0,005) ainsi qu’une
augmentation significative de la fréquence des DNN de type ie (commence en inspiration
et se termine en expiration) dans tous les stades de conscience en Hc (p < 0,001).
Paradoxalement, ’'Hx n’a pas d’effet sur la déglutition. La FEC, quant a elle, perturbe
légérement la coordination DNN-respiration en sommeil calme (SC) en diminuant les
DNN de type i (commence et se termine en inspiration).

CONCLUSION: La coordination DNN-respiration semble é&tre une fonction
physiologique trés robuste et difficilement perturbable dés la période néonatale en regard
de son importance capitale dans la prévention des aspirations et de la prolongation des
apnées. Cependant, certains stress comme I’Hc et dans une moindre mesure la FEC



semblent étre capable de perturber cette coordination. D’autres €tudes seront necessaire
pour caractériser la coordination DNN-respiration.

Mots clés: déglutitions non-nutritives, coordination déglutition-respiration, hypoxie,
hypercapnie, fumée environnementale de cigarette, agneaux nouveau-nés.
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ABSTRACT:

Respiratory and nutritive problems are predominant in the neonatal period and might be
involved in Sudden Infant Death Syndrome (SIDS). Non-nutritive swallowing (NNS) is
essential for clearing upper airway secretions and laryngopharyngeal refluxes, which are
especially frequent in the neonatal period. Furthermore, a perfect NNS-breathing
coordination is thought to be crucial to prevent lung aspiration and apnea. The overall aim
of the present Ph.D. study was to investigate the effect of different respiratory stresses such
as hypoxia (Hx 10% O,), hypercapnia (Hc 5% CO;) and environmental tobacco smoke
(ETS) on NNS frequency and on NNS-breathing coordination in the three states of
alertness.

METHODS: Following the validation of our system to produce and expose animals to
ETS, 36 newborn lambs were chronically instrumented to record electrocardiogram,
electrocorticogram, eye mouvment, nasal airflow and electrical activity of the
thyroarytenoid muscle (a glottal constrictor) via telemetry. Polysomnographic recordings
were performed in non-sedated newborn lambs without contention exposed to acute Hx or
Hc or to chronic ETS.

RESULTS: Our results showed an increase in NNS frequency (p=0.005), especially ie-type
NNS (begining in inspiration and finishing in expiration) during all the three states of
alertness in Hc condition (p<0.001). Furthermore, ETS tended to alter NNS-breathing
coordination during quiet sleep (QS) by increasing i-type NNS (begining and finishing in
inspiration). In contrast, Hx had no effect on swallowing function.

CONCLUSION: NNS-breathing coordination seems to be hardwired from birth, probably
due to its crucial importance to prevent aspiration and apnea prolongation. But few stresses
are able to modulate this coordination including He and maybe ETS. Other studies need to
be address to challenge NNS-breathing coordination.

Keywords: non-nutritive swallowing, NNS-breathing coordination, hypoxia, hypercapnia,
environmental tobacco smoke, newborn lambs.
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Chapitre 1 : Anatomie du carrefour aérodigestif : le larynx

I. Introduction :

Le larynx est une structure musculaire creuse avec une armature cartilagineuse et constitue
la premiére partie de I’appareil respiratoire juste avant la trachée. Ainsi, le larynx est
délimité en caudal par la trachée, en céphalique par le pharynx qui s’ouvre sur la cavité
buccale, en postérieur par I’cesophage et en antérieur par les muscles du cou (figure 1).
Pour repére, la glande thyroide se situe en antéro-caudal par rapport au larynx. Le larynx,
structure trés mobile, posséde notamment une fonction de phonation, une fonction
respiratoire mats aussi une fonction de protection des voies aériennes inférieures (VAI)

contre les aspirations durant la déglutition (Altschuler, 2001).

I1. Les cartilages du larynx :

En plus de sa composante ligamentaire et musculaire détaillée plus tard dans ce chapitre, le

larynx se compose de trois cartilages impairs et de trois petits cartilages pairs.

1) Les cartilages impairs :

Le cartilage cricoide est le plus inférieur des cartilages laryngés. En forme d’anneau, ce
cartilage encercle complétement les voies aériennes. Sa partie antérieure trés fine forme
I’arc cricoide alors que sa partie postérieure plus large forme la lame capable de s’articuler
en supérieur avec les cartilages aryténoides et en latéral avec le cartilage thyroide. De plus,

la lame posséde en postérieur une créte servant d’attache a 1’esophage.

Le cartilage thyroide en forme de fer a cheval a concavité postérieure ferme ’aspect
antérieur du larynx et se compose de deux lames droite et gauche fusionnant sur la ligne

médiane pour former ’angle thyroidien, une structure communément appelée "pomme



d’Adam". La partie postérieure des deux lames s’allonge pour former les cornes
supérieures et inférieures. Les cornes inférieures s’articulent avec les facettes articulaires
latérales de la lame du cartilage cricoide, tandis que les cornes supérieures servent

d’ancrage avec la grande corne de 1’os hyoide.

Le troisiéme cartilage, I’épiglotte, a une forme de feuille qui s’attache par sa tige a la face
postérieure de 1’angle thyroidien grace au ligament thyro-épiglottique. L’épiglotte s’étend
par sa partie mobile vers le haut et ’arriére et sa partie supérieure arrive au niveau de la

partie pharyngée de la base de la langue.
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Figure 1 : Schéma récapitulatif des différentes régions du carrefour aérodigestif incluant la
cavité buccale, le pharynx, le larynx, la trachée et I’esophage. Adapté de I’atlas
d’anatomie humaine de F.H.Netter, 4™ édition.



2) Les cartilages pairs :

Les cartilages aryténoidiens sont les plus importants. De forme pyramidale, la base
inférieure s’articule avec la partie supérieure de la lame du cartilage cricoide alors que son
sommet s’articule avec le cartilage corniculé. Sur la face antérolatérale se trouvent les
insertions des muscles vocaux et du ligament vestibulaire. Au niveau de I’angle latéral de

la base se trouve I’insertion des muscles cricoaryténoidiens postérieurs et latéraux.

Les cartilages cunéiformes et corniculés forment les deux autres cartilages pairs du
larynx mais sont sans grande importance pour ’exposé de cette thése. Ils ne seront pas

détaillés ici.

II1. Les ligaments laryngés :

Tous les cartilages laryngés décrits ci-dessus sont liés entre eux par des ligaments. Ainsi, le
ligament thyroidien assure la liaison entre le cartilage thyroide et ’os hyoide et laisse
passer dans sa partie latérale ’artere et le nerf laryngés supérieurs. Le ligament
hyoépiglottique attache la partie antérieure de 1'épiglotte a la face postérieure de 1’os
hyoide. Le ligament cricotrachéal assure la jonction entre le cartilage cricoide et le

premier anneau trachéal.

Au niveau intrinséque, deux ligaments ont une grande importance sur le plan fonctionnel.
Le premier est le ligament cricothyroidien qui s’insére sur ’arc du cartilage cricoide
pour se terminer par un bord libre sur la face postérieure du cartilage thyroide. Dans leur
portion médiane, chacun des deux ligaments cricothyroidiens s’épaissit pour former les
vraies cordes vocales. Le deuxiéme est connu sous le nom de membrane
quadrangulaire tendue entre le bord latéral de I’épiglotte et le cartilage aryténoide
ipsilatéral en passant par les cartilages corniculés. Dans ce cas-ci aussi un épaississement
médian est observé formant les fausses cordes vocales dont le role est de parfaire

’étanchéité des voies aériennes inférieures durant la déglutition.



IV. Les muscles laryngés :

Les muscles laryngés (figure 2), tous innervés par le nerf vague (Xéme nerf crinien), sont
impliqués dans la protection des VAI durant la respiration (Drake et al. 2006). Les deux
muscles cricothyroidiens s’insé€rent sur les faces antérolatérales de 1’arc du cartilage
cricoide et se terminent sur le rebord inférieur du cartilage thyroide. Leur role est de
mobiliser les articulations cricothyroidiennes en déplagant vers I’avant et le bas le cartilage
thyroide pour mettre sous tension les cordes vocales. Il est a noter que seuls ces muscles
laryngés sont innervés par la branche laryngée supérieure du X, les autres décrits ci-
dessous étant innervés par la branche laryngée récurrente du X. Les deux muscles
cricoaryténoidiens postérieurs s’insérent sur la lame du cartilage cricoide et se terminent
sur leur processus musculaire respectifs au niveau du cartilage aryténoide homolatéral.
Leur fonction est I’abduction des cartilages aryténoides assurant ainsi en partie la dilatation
de la glotte (segment du larynx, en dessous du vestibule et au-dessus de la cavité
épiglottique, qui comprend les deux cordes vocales). Les deux muscles
cricoaryténoidiens latéraux s’insérent sur la partie supérieure de I’arc cricoide, se
terminent sur le cartilage aryténoide et permettent la constriction de la glotte en
rapprochant les cordes vocales de la position médiane. Le muscle aryténoidien transverse
et le muscle aryténoidien oblique s’insérent sur le cartilage aryténoide, se terminent sur le
cartilage aryténoide controlatéral et sont constricteurs de la glotte. Les muscles vocaux,
paralléles aux cordes vocales, s’insérent sur le cartilage aryténoide, se terminent avec les
cordes vocales sur la face postérieure du cartilage thyroidien et assurent la bonne tension
des cordes vocales. Pour finir, les muscles thyroaryténoidiens sont des grandes nappes
musculaires a la circonférence du larynx tendues entre les cartilages thyroidiens et
aryténoides. Ils jouent un réle dans la constriction du larynx en amenant en antérieur les
cartilages aryténoidiens et en tirant 1’épiglotte vers ces derniers. C’est 1'activité de ces
muscles qui sera enregistrée durant les expérimentations de cette thése afin d’objectiver

une déglutition.
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Figure 2: Anatomie de la région du larynx (Netter: atlas d’anatomie humaine). A: anatomie
générale. B: muscles thyroaryténoidiens, constricteurs de la glotte. C: muscles
cricoaryténoidiens latéraux, constricteurs de la glotte. D: muscle aryténoidien transverse,
constricteur de la glotte. E: muscles cricoaryténoidiens postérieurs, dilatateurs de la glotte.
F: muscles cricothyroidiens, "modulateurs” de ’ouverture de la glotte. Adapté de I’atlas
d’anatomie humaine de F.H. Netter, 4™ édition.



En céphalique, c'est-a-dire vu par au-dessus, le larynx est une structure anatomique des
VAS symétrique (figure 3). On peut décrire en antérieur la base de la langue séparée de la
base de 1’épiglotte par un espace anatomique appelé vallécule. Cette structure anatomique
est particuliérement importante en anesthésie, car elle sert d’appui au laryngoscope & lame
courbe durant I’intubation endotrachéale. Postérieurement a 1’épiglotte, on retrouve I’étage
glottique formé par les vraies cordes vocales (épaississement des ligaments
cricothyroidiens) et les fausses cordes vocales (€paississement des membranes
quadrangulaires) plus supérieures aux vraies cordes vocales. Lors d’une inspiration, les
cordes vocales s’écartent ’'une de l'autre en postérieur pour former une ouverture
triangulaire a sommet antérieur dans le larynx permettant ainsi le passage de I’air. Un repli
anatomique est observé entre la face inférieure des fausses cordes vocales et la face
supérieure des vraies cordes vocales constituant le ventricule laryngé de chaque coté.
L’espace au dessus des vraies cordes vocales appelé étage sus-glottique et constituant le
vestibule laryngé est délimité par 1’épiglotte en antérieur, les replis ary-épiglottiques en
latéral, les deux aryténoides et la commissure postérieure en arriére. Au-dessus des
aryténoides, on retrouve les autres cartilages pairs cunéiformes et corniculés.
Postérieurement & ces cartilages, se trouve la bouche cesophagienne. A 1’étage sus-
glottique du larynx en postéro latéral, se trouve une structure de ’hypopharynx : les sinus
ou récessifs piriformes dont le role de réservoir a salive et autres secrétions est essentiel

dans la déglutition non nutritive (DNN).
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Figure 3 : Anatomie du larynx durant !’inspiration en vue céphalique démontrant la
position anatomique des structures vestibulaires, ventriculaires et la position des récessus
piriformes. La position des cordes vocales en inspiration est aussi illustrée sur cette vue et
montre bien la forme triangulaire 2 somment antérieur de I’ouverture laryngée. Adapté de
I’atlas d’anatomie humaine de F.H. Netter, 4*™ édition.

V. Fonctions du larynx :

Le larynx joue un role majeur dans la respiration, la déglutition. Il intervient aussi dans de
multiples autres fonctions comme la parole, la toux, le rire, les hoquets et dans toutes les
manceuvres dites d’expulsion incluant ’accouchement, la défécation et la miction (Bartlett,
1989). Cependant, seuls les roles respiratoires et déglutiteurs seront abordés dans cette

thése.



1) Respiration :

Durant la respiration, la glotte prend une forme triangulaire & sommet antérieur via la
rotation externe des cartilages aryténoides sous l’effet de la contraction des muscles
cricoaryténoidiens postérieurs induisant 1’abduction postérieure des cordes vocales. Ainsi,
cette ouverture laryngée permet un libre passage de ’air entre les VAI et I’atmosphére

durant la respiration.

Chez le nouveau-né, plus particuliérement durant un épisode de détresse respiratoire
(infection au virus respiratoire syncytial par exemple), le phénoméne de geignement
expiratoire (grunting) est observé. Cette réponse physiologique 2 un état d’oxygénation
précaire consiste dans I’adduction des cordes vocales en expiration (occlusion partielle de
la glotte) via la contraction des muscles thyroaryténoidiens, entre autres, dont le but
premier est de ralentir la vidange pulmonaire pour maintenir une capacité résiduelle
fonctionnelle (CRF) pulmonaire plus élevée. Plus simplement, grace & cette adaptation
respiratoire, le bébé peut garder plus longtemps de I’air oxygéné dans ces poumons et ainsi
faciliter I’oxygénation du sang artériel et lutter contre une éventuelle désaturation. Sur le
plan clinique le geignement expiratoire est recherché chez le nourrisson pour évaluer la

sévérité d’une détresse respiratoire (Prodhan et al. 2010).

Une autre entité peut étre observée au niveau de la glotte. Il s’agit du spasme laryngé ou
laryngospasme. Physiologiquement, le spasme laryngé se produit lors de la contraction
réflexe des muscles constricteurs de la glotte suite & un stress entrainant une adduction
partielle ou compléte des cordes vocales. Les stress induisant le laryngospasme sont
multiples et vont de la simple infection des VAS chez I’enfant jusqu'a la stimulation
laryngée par la présence de sang, I’intubation ou encore durant une chirurgie de type ORL.
Cliniquement, le spasme laryngé partiel se traduit par la présence d’un stridor inspiratoire
associé a un tirage supra-sternal tandis que le spasme complet correspond a un état
d’asphyxie sans stridor associé¢ conduisant rapidement a des troubles du rythme cardiaque
et une difficulté a ventiler au masque pouvant méme aller jusqu'a un arrét cardio-

respiratoire.
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2) Déglutition :

La déglutition est considérée comme étant le réflexe majeur de protection des VAI contre
I’aspiration des aliments ingérés et/ou régurgités et contre les matiéres sécrétées
(Altschuler, 2001). Durant la déglutition, le larynx est activement fermé par la contraction
des muscles mylohyoidiens, géniohyoidiens (supra-hyoidiens) et thyroidiens tirant 1’os
hyoide et le larynx en position antéro-céphalique sous la base de la langue alors que
I’épiglotte bascule en postérieur pour dévier le contenu de la déglutition en postérieur vers

I’cesophage.

V1. Différences anatomiques entre les adultes et les nouveau-nés :

La fonction de déglutition est la premiére activité motrice opérationnelle mature de la
région pharyngo-laryngée. En effet, dés la onziéme semaine de gestation chez ’humain,
des déglutitions sont observées (Hooker, 1954 ; Humphrey, 1964). Chez l’agneau en
période feetale, des épisodes de déglutitions en bouffée d’une durée de une a neuf minutes
environ sont observées deux a sept fois par jour (Mistretta et Bradley, 1975), permettant de
déglutir de 20 & 200 ml de liquide amniotique quotidiennement (Bradley et Mistretta,
1973 ; 1975). Fait intéressant, la quantité¢ de volume amniotique déglutie quotidiennement
dans la derniére semaine de gestation correspond a quelques millilitres pres au volume de
lait consommé quotidiennement dans les premiers jours de vie (Pritchard, 1965).
Cependant, la déglutition ne semble pas intervenir dans le contrble du volume et de la
composition ionique du liquide amniotique chez I’ovin, le singe et 'humain (Minei et

Suzuki, 1976, Wintour et al. 1978, Peleg et Goldmann, 1978).

Au niveau anatomique (tableau 1), les différences entre les voies aériennes supérieures du
nouveau-né et de I’adulte sont nombreuses, ce qui entraine des répercussions sur la
déglutition. En effet, un nouveau-né n’a aucune dent, posséde un palais mou assez rigide
qui occupe une grande partie du pharynx (Miller, 1982), un larynx en position haute de

forme conique avec une partie étroite au niveau des cordes vocales (Litman et al. 2003) ou
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de forme cylindrique avec un rétrécissement au niveau cricoidien (Dalal et al. 2009) et une
trachée conique (Wailoo et Emery1982). Les adultes, quant a eux, possédent des dents, un
palais mou souple et trés mobile et une région pharyngo-laryngo-trachéale cylindrique et
élargie acquise par la croissance du squelette de la face et du maxillaire inférieur. Ainsi,
I’absence de dents diminue 1’étanchéité de la cavité buccale et oblige le nouveau-né a
utiliser sa langue pour pousser vers l'arriére et a surutiliser ses muscles labiaux et
buccinateurs lors de la déglutition de liquide. Chez le jeune enfant, ces adaptations de la
déglutition peuvent aussi étre observées lors de la perte des incisives. Ces adaptations
disparaissent de nouveau lors de 1’éruption des dents secondaires. La position haute du
larynx, quant & elle, permet une bonne séparation des VAS incluant les fosses nasales, le
pharynx et le larynx d’avec les voies digestives incluant la bouche et I’cesophage. Ainsi,
une ventilation nasale trés efficace chez le nouveau-né est rendue possible y compris
pendant 1’allaitement (Miller, 1982). Un point anatomique important réside aussi dans la
position de 1’épiglotte qui descend avec la maturation et s’éloigne du palais mou,
permettant une respiration a la fois buccale et nasale en grandissant. La maturation du
systéme nerveux central permet de développer le contrdle volontaire de la phase buccale de
la déglutition. Parallélement, des modifications anatomiques se produisent: I'éruption des
dents, l'agrandissement de la taille de la cavité buccale et du pharynx permettent de
diversifier les aliments. La déglutition se "postériorise” avec une absence de contraction
des muscles péribuccaux et la participation plus importante des muscles rétracteurs et
élévateurs de la langue (muscles styloglosses et palatoglosses) dans la propulsion du bol
alimentaire de la cavité buccale vers le pharynx. La contraction des muscles masticateurs
permet par la suite l'apparition d'une déglutition avec les arcades dentaires au contact 1'une

de l'autre.
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Nouveau-né Adulte
Immature pour le contréle de la
Systéme nerveux central ) . Mature
phase volontaire de la déglutition
Dents Absence Présence
Cavité buccale Etroite Elargie
Epiglotte Position plus céphalique Position plus caudale
Rigide peu mobile Souple mobile
Palais
Occupe grande partie pharynx Plus petit
Conique a base céphalique Cylindrique
Larynx
Position plus céphalique Position plus caudale

Tableau 1 : Différences anatomiques des voies aériennes supérieures entre 1’adulte et le
nouveau-né humain.
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Chapitre 2 : Physiologie de la déglutition

L’acte de déglutition ce divise en 2 grandes catégories selon leur fonction physiologique
spécifique. En effet, on distingue clairement les déglutitions dites nutritives (DN) servant a
propulser le bol alimentaire de la bouche vers I’estomac des déglutitions non-nutritives
(DNN) spécialisées dans la clairance des VAS en dehors des phases de nutrition. Les DNN
ont en charge I’élimination digestive des secrétions des VAS comprenant la salive, la
rhinorrhée postérieure et tout reflux laryngopharyngé solide ou liquide afin de protéger les

poumons contre toute intrusion sous-glottique de liquide et/ou de solide.

1. Généralités :

La déglutition est une fonction neuromusculaire complexe impliquant des structures de la
cavité buccale, du pharynx, du larynx et de I’cesophage pour permettre le passage des
aliments et de la salive depuis la cavité buccale vers ’estomac, en plus d’étre le réflexe
majeur de protection des VAI (Altshuler, 2001). L’acte de déglutition est subdivisé en
quatre grandes phases (Ardran et Kemp, 1951; Bosma, 1957). La phase orale préparatoire
et la phase orale proprement dite sont sous le controle de la volonté tandis que les phases

pharyngée et eesophagienne sont involontaires et réflexes.

1) Les phases volontaires :

La phase orale préparatoire est spécifique des DN. Elle est de durée variable et a pour
role de préparer le bol alimentaire a la déglutition par la mastication (broyage des aliments)
en le mélangeant avec la salive. Cette phase inclut la fermeture des l€vres et la contraction
des muscles de la bouche pour fermer les commissures labiales, la mastication via les

muscles masséters et temporaux, le mouvement de la langue vers I’avant pour amener les



14

aliments vers les dents et la mobilisation du palais mou vers I’avant pour ouvrir le

nasopharynx et faciliter la respiration nasale durant la mastication (Logemann et al. 1998).

La phase orale est rapide (1 a 1,5 secondes) et sous le contrdle complet de la volonté. Elle
suit immédiatement la phase orale préparatoire pour les DN et consiste en la propulsion du
bol alimentaire de la cavité buccale vers le pharynx par la langue ou la phase pharyngée est
initiée. La contraction de la langue est le point mécanique central de cette phase. Sa
contraction permet de lever et propulser vers [’arriére le bolus alimentaire le long du palais
dur (Hrycyshyn et Basmajian, 1972 ; Kahrilas et al. 1993). Quand le bolus alimentaire

passe la région des piliers pharyngés, la phase réflexe pharyngée est enclenchée.

2) Les phases involontaires réflexes :

La phase pharyngée est la phase la plus rapide (20 cm/sec), la plus courte (0,6 a 1
seconde) et la plus importante de la déglutition, car son role est non seulement de faire
passer le bol alimentaire dans les voies digestives mais aussi d’assurer la protection des
VAI (Doty, 1951 ; Goyal, 1981 ; Goyal et Paterson, 1989). Sur le plan musculaire, cette
phase se décompose en cing parties. La premiére est la fermeture du nasopharynx par le
mouvement du palais mou en postéro-céphalique permettant d’isoler I’oropharynx et le
nasopharynx et éviter le reflux nasal d’aliments. La deuxiéme consiste dans la contraction
de la base de la langue pour laisser passer le bolus dans le pharynx. La troisiéme est la
contraction du pharynx lui-méme pour faire descendre le bolus et éliminer tous les résidus
pouvant s’y trouver. La quatriéme est trés importante et a pour role de protéger les VAI de
toute aspiration. Cette partie consiste dans I’élévation et la fermeture du larynx.
Finalement, la cinquiéme partie consiste dans ’ouverture du sphincter supérieur de

I’cesophage (SSO) par relachement du muscle cricopharyngien.

Il a été mentionné précédemment que la partie 4 consistait dans 1’¢lévation et la fermeture
du larynx. Plus précisément, I’élévation est créée par la contraction des muscles
constricteurs pharyngés qui déplace le larynx vers le haut et I’avant, juste sous la langue,
pour placer I'ouverture de !’cesophage dans 'axe. La fermeture du larynx implique

I’abaissement de I’épiglotte et la contraction des muscles constricteurs de la glotte
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thyroaryténoidiens et vocaux (cordes vocales), cricoaryténoidiens latéraux et
aryténoidien transverse afin d’empécher ’accés a la trachée de facon étanche. La
contraction des ces muscles entraine la mobilisation des replis aryépiglotiques et des
fausses cordes vocales, renforcant la fermeture. De plus, la contraction des muscles
constricteurs du pharynx augmente la pression intraluminale au niveau pharyngé, ce qui
fait avancer le bol alimentaire. La contraction du muscle cricopharyngien au niveau du
SSO joue aussi un role important entre les déglutitions en rendant étanche les voies
digestives et limitant les reflux laryngopharyngés. La phase pharyngée a donc en charge la
protection des VAI et le nettoyage des VAS de toute nourriture/salive/secrétions nasales
depuis les sinus piriformes jusqu’au SSO en passant par les parois du pharynx. Il est a
noter qu’une pause respiratoire de 60 a 100 millisecondes est associée a cette phase chez
P’adulte. De fagon assez intéressante, cette pause est d’environ 790 ms chez le nouveau-né

a terme et chez le nourrisson 4gé de un an (Kelly et al. 2006).

La phase cesophagienne commence aprés le passage des aliments et/ou salive et/ou reflux
gastrique au niveau du SSO. Cette phase est de durée trés variable variant de 8 a 20
secondes avec une cinétique trés lente (2-4 cm/sec). L’activité musculaire principale de
cette phase réside dans le péristaltisme cesophagien assuré dans le tiers supérieur par des
fibres musculaires striées squelettiques volontaires et dans les deux tiers inférieurs par des
fibres musculaires lisses involontaires. Le péristaltisme cesophagien précéde le reldichement
du sphincter inférieur de I’cesophage (SIO) qui permet le passage du bolus alimentaire dans

I’estomac.
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II. Le contrdle nerveux de la déglutition :

L’activité motrice (efférences) est sous la dépendance de centres nerveux responsables de
coordonner la contraction des différents muscles, centres eux-mémes modulés par les

informations sensitives périphériques et centrales (afférences).

1) Les afférences sensitives de la déglutition :

Les afférences sensitives impliquées dans la modulation de I’activité de la déglutition
renseignent les centres sur I’état physiologique des VAS (bouche, langue, pharynx,
larynx), sur la présence d’aliments ou non, sur le niveau de remplissage des sinus
piriformes. L’ensemble de ces informations est acheminé vers les centres via certaines
paires de nerfs créniens, tel que décrit ci-dessous (Doty, 1968 ; Miller, 1982 ; Jean, 2001).
La premiere paire impliquée est la branche maxillaire du nerf trijumeau (V,), qui entre
dans le crane par le foramen rond (os sphénoide) et se termine dans la partie ventrolatérale
du pont du tronc cérébral. Elle est entre autre responsable de la sensibilité du tiers moyen
de la face (toucher, douleur, température), mais aussi de la sensibilité des deux tiers
antérieurs de la langue, des sinus et des méninges. La deuxiéme paire cranienne impliquée
est le nerf glossopharyngien (IX), qui entre dans le crdne par le foramen jugulaire (a la
jonction des os temporal et occipital) et se termine a la jonction ponto-bulbaire latérale du
tronc cérébral. Elle prend en charge la sensibilité et le golit au niveau du tiers postérieur de
la langue ainsi que la sensibilité du pharynx. La troisiéme et derniére paire impliquée est le
nerf vague (X), qui entre dans le crdne par le foramen jugulaire (a4 la jonction de I’os
temporal et occipital) et se termine dans la portion ventrolatérale du bulbe. Elle exerce un
rble sensitif (par sa branche sensitive du nerf laryngé supérieur) au niveau de 1’épiglotte,
du pharynx et des sinus piriformes. Toute stimulation de I'une de ces terminaisons
nerveuses déclenche des messages sensitifs afférents qui informent le systéme nerveux
central de la présence de substances a déglutir (Doty, 1968 ; Dubner et al. 1978). Dans le
cas particulier des DNN, un stimulus spécial permet de déclencher directement la
déglutition en phase pharyngée. Il s’agit du remplissage des sinus piriformes qui sont des

structures concaves situées de part et d’autre des cartilages aryténoides dont le réle est de
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récupérer la salive produite (figure 3). Lorsque la quantité de salive atteint un certain
niveau dans les sinus piriformes, le nerf laryngé supérieur est stimulé et déclenche la
déglutition. Ce nerf, issu du vague, peut a lui seul déclencher la déglutition (Miller, 1972 ;

Jean, 2001).

En plus de ces afférences sensitives périphériques, il existe des afférences sensitives
centrales activées par des stimuli olfactifs ou visuels. Ces afférences convergent vers le
noyau du tractus solitaire (NTS) et les interneurones oropharyngés que 1’on détaillera dans
la section "Les centres de la déglutition" (Kuypers, 1958). Certaines émanent directement
du cortex (Hamdy et al. 1996 ; Martin et Sessle, 1993), d’autres ne sont que le relais des
afférences périphériques détaillées ci-dessus (Jean et al. 1975). En effet, les afférences
périphériques peuvent gagner le cortex en passant par la protubérance annulaire du tronc
cérébral avant de rejoindre le NTS formant une boucle ponto-cortico-médullaire. Ce genre
de boucle concerne surtout les afférences oropharyngées et non les afférences

cesophagiennes (Jean et Car, 1979 ; Jean, 2001).

2) Les centres de la déglutition :
La localisation des centres de la déglutition a fait I’objet de nombreuses études utilisant des
techniques aussi variées que |’enregistrement de ’activité nerveuse par microélectrode, la
stimulation nerveuse directe, les [ésions sélectives du bulbe rachidien, les microinjections
de neurotransmetteurs, de traceurs, etc... Grace a ces études tres variées sur plusieurs
modéles animaux (mouton, rat, chat), les centres de la déglutition ont pu étre localisés
dans le bulbe rachidien. Cependant, le terme de centre de la déglutition fait référence a
deux amas d’interneurones (figure 4). Le premier est situé¢ dans la partie dorso-médiane du
bulbe rachidien dans le NTS et constitue le groupe dorsal de la déglutition (GDD). Le
deuxiéme, situé dans la partie ventrolatérale du bulbe, juste a c6té du noyau ambigu, forme
le groupe ventral de la déglutition (GVD). Les interneurones constituant ces deux groupes
sont eux-mémes divisés en deux sous-types de neurones (Jean, 2001) suivant qu’ils
contrblent les motoneurones responsables de ’activation des muscles des phases orale et
pharyngée (interneurones oropharyngés) ou de la phase cesophagienne (interneurones

cesophagiens).
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Figure 4 : Organisation du centre de la déglutition chez le rat. Ce "centre" est constitué de
deux groupes d’interneurones bulbaires formant le groupe dorsal de la déglutition (GDD
ou DSG) situé dans le NTS (noyau du tractus solitaire) et le groupe ventral de la
déglutition (GVD ou VSG) localisé dans la région ventrolatérale (VLM) adjacente au
noyau ambigu (nA). Le GDD regoit les afférences en provenance de la périphérie et/ou du
cortex cérébral supra-médullaire et est responsable de 1’élaboration du programme de
déglutition et du déclenchement de I’acte. Le GVD, activé par le GDD, distribue le
programme de déglutition aux différents groupes de motoneurones via les nerfs craniens V
(trijumeau), VII (facial), IX (glossopharyngien), X (vague), XII (hypoglosse) ainsi que les
nerfs cervicaux C1-C3 (Jean, 2001).

a) Le groupe dorsal de la déglutition (GDD): Le NTS.

Le GDD se situe dans la partie caudale du NTS, lui-méme situé dans le complexe dorsal du
vague. Son rdle est de recevoir et d’intégrer les informations provenant des paires
craniennes V, IX et X innervant les VAS et du cortex cérébral. Il contient les neurones
générateurs de la déglutition impliqués dans la programmation et dans le déclenchement la

déglutition. Plus précisément, le GDD contient des interneurones oropharyngés impliqués
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dans Pinitiation de la déglutition (Ciampini et Jean, 1980). Ces neurones n’étant pas
activés par les afférences périphériques chez les animaux paralysés, ceci laisse supposer
qu’ils ont un rdle "pacemaker" d’origine centrale générateur de la déglutition (Kessler et
Jean, 1985 ; Saito et al. 2002). Cependant, la localisation de ces interneurones dans la
partie interstitielle du NTS (Barraco et al. 1992) recoupe celle des afférences laryngées et
pharyngées, laissant croire qu’il existe in vivo une modulation de 1’activité génératrice
centrale de la déglutition par les afférences sensitives des VAS (Altschuler et al. 1989 ;

Mrini et Jean, 1995).

A Dinstar des interneurones oropharyngés, le NTS contient aussi des interneurones
esophagiens, mais dans sa subdivision centrale (Altschuler et al. 1989 ; Lu et Bieger,
1998) qui se trouve aussi €tre une partie du NTS recevant les afférences sensitives

cesophagiennes (Doty, 1968).

La communication entre les interneurones oropharyngés et cesophagiens au niveau du NTS
implique l’existence de connections nerveuses GABAergiques et cholinergiques qui
assurent le couplage de ces deux phases pour initier un acte moteur complet de déglutition

(Broussard et al. 1996 ; Zhang etal. 1993 ; Luetal. 1997 ; Car et al. 2002).

b) Le groupe ventral de la déglutition (GVD) :

Le GVD situé a proximité du noyau ambigu a un role de "chef d’orchestre" et distribue le
programme de déglutition élaboré par le GDD aux différents motoneurones assurant la
contraction des muscles impliqués dans la déglutition. La présence des interneurones
oropharyngés a été démontrée par immunohistochimie en utilisant un marqueur d’activité
neuronale (c-fos) dans le GVD impliquant par le fait méme son role dans la mise en place
de la phase oropharyngée (Sang et Goyal, 2001 ; Lang et al. 2004). Cependant, la présence
d’interneurones cesophagiens reste encore controversée. De plus, les premiéres études de
Iésions spécifiques montrent que le GVD et le GDD sont intimement liés. En effet, la
destruction spécifique du GDD abolit ’activité du GVD (Jean et Car, 1979 ; Jean, 1990), et
des connections anatomiques via des interneurones ont été démontrées (Morest, 1967 ;

Ross et al. 1985). De plus, le GVD communique aussi avec le GVD controlatéral et avec
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les noyaux moteurs des nerfs craniens V, VII, IX, X (noyau moteur dorsal du X) et XII
(Holstege et al. 1977 ; Jean et al. 1983 ; Travers et Norgren, 1983 ; Li et al. 1993;
Cunningham et Sawchenko, 2000).

3) Les efférences:

Une fois le programme de déglutition établi (GDD) et réparti (GVD), des motoneurones
appelés neurones préganglionnaires innervent les 31 paires de muscles impliqués dans la
déglutition chez I’homme, comprenant les muscles striés squelettiques des VAS et les
muscles lisses des deux tiers inférieurs de 1’cesophage. Ces motoneurones sont localisés
dans les noyaux moteurs de certaines paires craniennes (nerfs V, VII, XII), dans le noyau
ambigu (nerfs IX et X), dans le noyau moteur dorsal du vague (NMDX) et au niveau spinal
cervical entre C1 et C3 (Jean, 2001 ; Miller, 1982).

Concrétement, la phase orale préparatoire implique les branches motrices de la paire
crinienne V qui innervent les muscles temporaux et masséters impliqués dans la
mastication. Elle implique aussi les branches motrices de la paire cranienne VII
responsables de la sécrétion salivaire & partir des glandes sous-maxillaires et sublinguales,
mais aussi de la contraction des muscles de la face et des levres pour assurer la fermeture
étanche la cavité buccale. Les branches motrices de la paire cranienne IX sont, quant a
elles, impliquées dans la sécrétion de salive a partir des glandes parotides. Enfin, le nerf
hypoglosse (XII) purement moteur sert au mouvement de la langue en avant. La phase
oropharyngée (association des phases orale et pharyngée) implique non seulement le nerf
hypoglosse pour propulser le bolus vers I’arriére grace a la contraction de la langue, mais
aussi les nerfs IX et X responsables & la fois de la fermeture des voies nasales (contraction
du palais mou), de la contraction des muscles constricteurs du pharynx et du larynx et de
I’ouverture du SSO. La phase cesophagienne, quant a elle, est sous le controle du NMDX.
Au niveau anatomique, ce noyau se divise en deux parties. La premiére, rostrale, stimule
les fibres musculaires lisses de 1’cesophage qui assurent le péristaltisme des deux tiers
inférieurs et ouvrent le SIO, contrairement a la partie caudale du NMDX qui inhibe la

contraction des muscles lisses et ferme le SIO (Rossiter et al. 1990 ; Collman et al. 1993).
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Il est a noter qu’il existe aussi des muscles facultatifs de la déglutition comprenant les
muscles extrinseques de la langue et des lévres ainsi que les muscles élévateurs du
maxillaire inférieur. Ces muscles peuvent ou non participer a la déglutition selon les

espeéces et/ou les circonstances de la déglutition.

Cependant, pour assurer un acte aussi complexe que la déglutition, la contraction de tous
ces muscles impliqués doit étre étroitement régulée dans le temps (figure 5). Il a ainsi été
démontré que les muscles les plus rostraux se contractent en premier, alors que les plus
caudaux se contractent en dernier, assurant par le fait méme une bonne propulsion du bolus
alimentaire des lévres jusqu’a l’estomac. De plus, des études électrophysiologiques
complémentaires ont montré que les motoneurones impliqués sont non seulement
dépolarisés durant la déglutition, mais aussi hyperpolarisés, démontrant 1’existence
d’influx inhibiteurs d’origine centrale (Jean, 2001) permettant cette parfaite coordination
temporelle de la contraction des muscles entre eux (figure 6). Ces influx inhibiteurs
s’inscrivent dans le principe d’inhibition réciproque par lequel les motoneurones inhibent
tous les motoneurones qui leur sont plus caudaux. Ainsi, plus concrétement, la phase
oropharyngée commence dans la plupart des especes par la contraction du muscle
mylohyoidien (Doty et Bosma, 1956 ; Doty et al. 1967). Le motoneurone activant ce
muscle inhibe tous les motoneurones des muscles qui lui sont plus rostraux comme le
muscle digastrique antérieur, puis ptérygoidien interne, puis géniohyoidien, puis
stylohyoidien, puis styloglosse, puis constricteur supérieur du pharynx, puis palatoglosse et
enfin palatopharyngien. Apres la contraction de ce muscle, le retour au potentiel de repos
du motoneurone contrélant le muscle mylohyoidien léve 1’inhibition du motoneurone
contrdlant le muscle digastrique antérieur qui lui est immédiatement caudal, qui a son tour

inhibe les motoneurones encore plus caudaux cités ci-dessus. Et ainsi de suite...
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Muscle Mylohyoidien
Muscle constricteur supérieur du pharynx —_—
Muscle thyroaryténoidien —_—

Muscles du sphincter supérieur de 'eesophage —___ /"  ~—

Muscles de la partie cervicale de I’eesophage SN

Muscles de la partie thoracique de I'cesophage — T N

Muscles du sphincter inferieur de I'cesophage ——— -~ N
S(Fr:s

Figure 5 : Schéma illustrant I’activité électrique issue de la contraction de certains muscles
impliqués dans la déglutition selon une séquence temporelle trés rigoureuse. Les muscles
les plus rostraux se contractent en premier, suivi des muscles de plus en plus caudaux
(adapté de Jean et al. 2001).
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Figure 6: Schéma du principe de !'inhibition réciproque adapté aux motoneurones
contrélant les muscles de la déglutition. Lorsque le motoneurone 1 (le plus rostral) est
activé, il inhibe tous les autres motoneurones de la déglutition (plus caudaux). Lorsque le
motoneurone 1 est inactivé (retour au potentiel de repos), I’inhibition du motoneurone 2 est
levée et il est activé & son tour pour stimuler la contraction du muscle sous son contrdle.
Cette activation déclenche I’inhibition des motoneurones qui lui sont plus caudaux : 3, 4 ...
et ainsi de suite (Jean et al. 2001).
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Chapitre 3 : Physiologie de la respiration

La fonction respiratoire apporte 1’oxygeéne (O,) necessaire a 1’oxydation du glucose et la
production d’énergie sous forme d’ATP. Elle permet aussi d’en éliminer les produits
d’oxydation sous forme de dioxyde de carbone (CO;). Ce phénomene a la fois complexe et
vital est continu chez les mammiferes terrestres et est sous le contrdle d’un « centre »
respiratoire situé dans le tronc cérébral qui adapte en permanence la respiration aux
besoins métaboliques. Comme de nombreuses fonctions physiologiques, la fonction
respiratoire est sous ’activité de muscles dédi€s dont P’activité est controlée et modulée par

de nombreuses afférences périphériques et centrales intégrées dans le bulbe rachidien.

I. Les muscles respiratoires :

L’acte moteur respiratoire est un événement rythmique mettant en jeu la contraction
coordonnée et synchronisée des muscles respiratoires (Monteau et Hilaire, 1991) répartis

en deux groupes : les muscles inspiratoires et les muscles expiratoires.

1) Les muscles inspiratoires :

Ils sont composés d’un muscle principal et de muscles accessoires. Leur but est d’assurer
une baisse de pression alvéolaire suffisante pour assurer un débit d’air dans les poumons en
adéquation avec les besoins métaboliques de I'organisme. Le muscle principal, le
diaphragme, assure a lui seul plus de 80% du travail inspiratoire. Ce muscle est une large
nappe musculo-tendineuse insérée sur les six derniéres cotes, la face postérieure de
Pextrémité inférieure du sternum et la face antérieure des trois premiéres vertébres
lombaires. La contraction du diaphragme provoque son abaissement et par conséquent
’augmentation du volume thoracique dans toute sa hauteur. De plus, I’abaissement du

diaphragme entraine une augmentation de la pression abdominale; celle-ci est transmise a
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la partie inférieure de la paroi de la cage thoracique par l’'intermédiaire de la zone
d’apposition du diaphragme et en augmente le diamétre. Enfin, la contraction du
diaphragme initie un mouvement en anse de seau des six derniéres cbtes (passage a
I’horizontale) induisant une augmentation de volume dans la partie inférieure du thorax

transversalement et dans une moindre mesure en antéropostérieur.

Lors des situations ou la demande métabolique est plus grande (stress, effort, ...), des
muscles inspiratoires accessoires entrent en jeu et se contractent en synergie avec le

diaphragme:

- Les muscles intercostaux externes : leur contraction éléve les ctes et augmente
le diamétre transverse du thorax toujours par le méme mouvement en anse de seau des

cotes.

- Les muscles sterno-cléido-mastoidiens (SCM) : muscles inspiratoires verticaux
de moindre importance insérés entre le sternum, la clavicule et la mastoide. Ils élévent la

clavicule et déplacent le sternum en avant par un mouvement de « bras de pompe 4 eau ».

- Les scalénes : muscles inspiratoires verticaux de moindre importance, s’insérent
sur les processus transverses des vertébres C2 a C7 et sur les 1°° et 2™ cotes. Leur

contraction éléve les 19 et 2°™ cates.

Evidemment, les muscles contrélant les VAS sont d’une grande importance en pré-
inspiration et en inspiration afin d’éviter que la dépression a I’intérieur des voies aériennes
engendrée par la contraction du diaphragme ne "collabe” les VAS au niveau des structures
molles comme le pharynx. Au niveau du larynx, qui est une structure cartilagineuse, les
muscles laryngés n’interviennent pas pour €viter un collapsus, mais pour diminuer la

résistance laryngée, limiter le travail inspiratoire et prévenir la fatigue diaphragmatique.

2) Les muscles expiratoires :

Ils ne se contractent pas au repos. En effet, durant cette période, I’élasticité du parenchyme

pulmonaire (recul élastique) et le reldchement des muscles inspiratoires permettent a eux
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seuls d’augmenter la pression intra-pulmonaire et d’expulser 1’air chargé en CO,. Durant
une expiration forcée, des muscles expiratoires prennent le relais et facilitent I’expulsion

de I’air plus rapidement :

- Les muscles intercostaux internes : leur contraction abaisse les cOtes ce qui

diminue le diameétre transverse du thorax.

- Les muscles abdominaux : leur contraction augmente la pression intra-

abdominale et refoule le diaphragme vers le haut.

- Les muscles constricteurs de la glotte : Comme mentionné précédemment dans
le chapitre 1 sur le larynx, chez le nouveau-né le phénomeéne de geignement expiratoire
peut-étre observé en respiration de repos. I a pour but de ralentir la vidange pulmonaire
via ’adduction des cordes vocales par la contraction des muscles constricteurs de la glotte

pour maintenir une CRF plus élevée et faciliter I’oxygénation du sang artériel.

I1. Le contréle nerveux respiratoire

Le systéme de contrdle nerveux de la respiration est composé de récepteurs périphériques
et centraux dont les informations sont acheminées par des afférences nerveuses et intégrées
au niveau des centres respiratoires. Ceux-ci établissent, organisent et commandent le

programme de respiration via des efférences nerveuses vers les muscles respiratoires.

1) Les afférences nerveuses :

Le role des récepteurs périphériques et centraux impliqués dans le contrdle de la
respiration est d’informer (via des messages cheminant par des voies afférentes) les centres
respiratoires de ’état de distention des pournons et des pressions des gaz sanguins artériels
en temps réel. On distingue ainsi deux boucles de controle. La premiere, qui constitue la

boucle "mécanique", prend origine au niveau des mécanorécepteurs disséminés dans les
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VAS et I’appareil thoraco-pulmonaire et achemine ’information vers les centres de la
respiration via le nerf vague (X). La deuxiéme, qui constitue la boucle chémoréflexe, a

pour origine les chémorécepteurs périphériques et centraux.

a) Afférences respiratoires : la boucle mécanique:

Les récepteurs des voies aériennes se divisent en 3 grandes catégories suivant leur

localisation anatomique.

i/ Les récepteurs broncho-pulmonaires (Bailey et Fregosi, 2006):

Les mécanorécepteurs a adaptation lente (récepteurs a 1’étirement) en étroite relation
avec les fibres musculaires lisses de la trachée et des bronches, sensibles 4 1’étirement des
muscles lisses en inspiration et impliqués dans la limitation de 1’effort inspiratoire (réflexe
de Hering-Breuer).

Les mécanorécepteurs a adaptation rapide ou récepteurs a Dirritation, situés dans et
en dessous de 1’épithélium bronchique en contact étroit avec les veinules bronchiques. Ils
sont sensibles aux stimuli mécaniques et aux agents chimiques irritants, & la poussiére
(tabac) et autres polluants. Ils induisent une augmentation de la ventilation et des sécrétions
et sont impliqués dans les soupirs, la toux et le bronchospasme.

Les terminaisons des fibres C broncho-pulmonaires, avec 2 contingents, un bronchique
(au niveau de I’épithélium bronchique) et un pulmonaire (juxta-alvéolaire, d’ou I’ancienne
dénomination de récepteurs J). Elles sont innervées par des fibres vagales (Sant’ Ambrogio,
1982) non myélinisées a 75% (Jammes et al. 1982). Elles sont sensibles & la douleur
induite par des polluants ou autres agents irritants (traditionnellement la capsaicine dérivée
du piment fort) et par la congestion vasculaire (effort, cedéme). Leur stimulation
expérimentale par injection intraveineuse de capsaicine entraine le chémoréflexe
pulmonaire, constitué d’une apnée centrale, d’une bradycardie et d’une hypotension
systémique durant quelques secondes, et suivies d’une tachypnée superficielle pouvant

durer quelques minutes. Cette derniére est la seule manifestation rencontrée en conditions
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non expérimentales. La stimulation des terminaisons des fibres C, combinée a la
stimulation des récepteurs a irritation, initie le réflexe de toux pour protéger les VAI

contre I'inhalation d’irritants (Lee, 2009).

ii/ Les récepteurs des voies aériennes supérieures :

Principalement situés dans le larynx, les récepteurs se retrouvent sur toute la longueur des
VAS et sont capables de modifier la commande respiratoire centrale en modulant le
rythme, la fréquence et I’amplitude respiratoire (Sant’Ambrogio, 1996 ; Widdicombe,
2001 ; Reix et al. 2007).

Les mécanorécepteurs au froid, innervés par des fibres non my¢linisées, sont activés dés
que la température descend sous 22°C et présentent une activité maximale & 14°C lors de la
respiration buccale.

Les mécanorécepteurs musculaires, stimulés par les mouvements laryngés actifs et
passifs (dont les mouvements transmis au larynx par les mouvements de la cage thoracique
induits par les muscles respiratoires).

Les mécanorécepteurs a Dirritation, localisés en superficie de la muqueuse des VAS,
sont des fibres myélinisées de petit diamétre (Ad) activés par des stimuli mécaniques et
chimiques irritants (eau, ammoniaque, fumée de cigarette, CO,).

Les terminaisons des fibres C non myélinisées, dont le réle est semblable a celui décrit

précédemment au niveau broncho-pulmonaire, sont retrouvées au niveau de la muqueuse

laryngée.

iii/ Les récepteurs de la paroi thoracique :

Il s’agit des récepteurs se trouvant dans les muscles respiratoires et les articulations costo-
vertébrales (cage thoracique) qui constituent avec la paroi abdominale ce qui est appelé en
mécanique ventilatoire la paroi thoracique. Pour des raisons de simplification, ces

récepteurs ne seront pas abordés dans cette theése.
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b) Afférences provenant des chémorécepteurs : la boucle chémoréflexe :

Cette boucle humorale monitore en permanence 1) la pression partielle des gaz du sang
artériel au niveau périphérique par des chémorécepteurs artériels principalement sensibles
a la pression partielle en oxygeéne (PaO,) et en dioxyde de carbone (PaCO,) ainsi qu’au
pH ; 2) la PCO; et le pH au niveau cérébral. Elle participe aussi a 1’intégration de ces
afférences chimiques au niveau central et modifie la commande centrale du systéme
respiratoire et cardiovasculaire. Ce faisant, elle régule la pression partielle des gaz du sang
artériel en O, et CO; vers des valeurs physiologiques, en particulier durant des épisodes

d’augmentation du métabolisme (effort).

i/ Au niveau périphérique :

La détection périphérique des gaz du sang se fait au niveau des corps carotidiens et des
corps aortiques, organes pairs localisés respectivement au dessus de la bifurcation
carotidienne (Heymans et Bouckaert, 1930) et au pourtour de la crosse de 1’aorte (Cheng et

al. 1997 ; Brophy et al. 1999).

Le corps carotidien est un petit organe d’environ 2 mm de diametre pour un poids de 23
mg (Nguyen et al. 2011), innervé par le nerf sinusal carotidien, branche du nerf
glossopharyngien (NC IX). Il regoit en permanence un apport sanguin artériel a haut débit
venant de I’artére carotide externe. La chémosensibilité aux gaz du sang et au pH artériel
des cellules glomiques de type I est rendue possible par un vaste réseau capillaire, faisant
du corps carotidien ’organe le plus vascularisé du corps humain (Gonzalez et al. 1994).
Les cellules glomiques de type I répondent aux variations de PaO,, PaCO, et de pH
artériel. L’intégration de la chémosensibilité implique des neurotransmetteurs comme
I’acétylcholine et I’ATP ainsi que de nombreux meuromodulateurs comme le No et la

dopamine.

Les corps aortiques correspondent a des amas de cellules diffus répartis le long de la crosse

de I’aorte composés aussi de cellules glomiques de type 1. Ils sont innervés par le nerf
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aortique, branche du nerf vague (NC X). Cependant, leur importance dans le monitorage

des gaz du sang reste minime apres la naissance, en comparaison aux corps carotidiens.

Il est a noter que des structures barosensibles appelées sinus carotidiens et aortiques sont
voisines des corps carotidiens et aortiques. Leur role est la détection de la pression

artérielle. Cependant, ils ne seront pas détaillés dans cette thése.

ii/au niveau central :

Les centres nerveux sont aussi directement sensibles a la composition du sang artériel qui
les irrigue comme démontré par Frédéricq en 1890 par une judicieuse expérience de
perfusion croisée. Cette étude représentée & la figure 7 montre qu’aprés anastomose
chirurgicale croisée entre les circulations artérielles céphaliques de 2 chiens A et B,
’asphyxie du chien B stimule la respiration du chien A et induit une hypoventilation du

chien B, prouvant ainsi I’existence d’une chémosensibilité centrale.
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Figure 7: Représentation schématique de ’expérience des circulations céphaliques
croisées chez le chien. Aprés anastomose entre les circulations céphaliques des chiens A et
B, le chien B est asphyxié en le faisant respirer dans un ballon dont I’air n’est pas
renouvelé. Le sang du chien B devient hypoxique / hypercapnique / acide. Ce sang issu du
chien B, en irrigant le cerveau du chien A, qui respire de ’air normal, induit une
hyperventilation en réponse a I’asphyxie du chien B. Parall¢lement, le cerveau du chien B
est perfusé par un sang hyperoxique / hypocapnique / alcalin induit par [’hyperventilation
du chien A, causant chez le chien B une apnée d’origine centrale. Ces résultats démontrent
existence d’une détection centrale de la teneur du sang en O, et/ou en CO; et/ou en ion
H'. Adapté d’aprés Hermann et Cier, Précis de physiologie, IV"™ édition, Masson, Paris,
1989.

Des études plus récentes ont démontré que non seulement le CO,, mais aussi 1’0,
pouvaient aussi étre directement détectés par des neurones centraux. En effet, le CO; est
détecté au niveau des structures cérébrales (Coates et al.1993; Nattie, 1999), plus
précisément au niveau du NTS, des noyaux du raphé et du noyau rétrotrapézoide (Li et al.
1999 ; Nattie, 1999 ; Nattie, 2001 ; Nattie et Li, 2001 ; Nattie et Li, 2002 ; Taylor et al.
2005 ; Guyenet, 2008). D’autres neurones disséminés dans tout le tronc cérébral sont aussi
impliqués (Neubauer et Sunderram, 2004) dans la chémosensibilité au CO,. Quant a elle, la
preuve de la sensibilité centrale a I’oxygéne a été faite au niveau de I’hypothalamus caudal

et dans le bulbe ventral (Sun et Reis, 1994 ; Horn et Waldrop, 1997 ; Kawai et al. 1999).
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iii/ Intégration des afférences provenant des chémorécepteurs

Tous ces chémorécepteurs périphériques et centraux sont intégrés dans une boucle réflexe
de contrdle respiratoire appelée le chémoréflexe artériel au sens large du terme (dits
chemoreflexes arteriels peripheriques et centraux). D’un point de vue général, le
chémoréflexe artériel sert & adapter la respiration (augmentation ou diminution de la
ventilation alvéolaire) en fonction de la PaO,, de la PaCO; et de 'acidité du sang artériel.
Plus précisément, lors d’une baisse de la PaO, et/ou de I’augmentation de la PaCO; et/ou
d’une acidose, les chémorécepteurs carotidiens et dans une moindre mesure les
chémorécepteurs aortiques sont stimulés. Cette information est dirigée vers le NTS qui
intégre ces afférences nerveuses et en informe les centres respiratoires (voir section ci-
dessous sur les centres respiratoires). La stimulation des centres respiratoires engendre une
modification de la commande respiratoire et la stimulation des différents motoneurones
respiratoires induisant une augmentation de la ventilation alvéolaire dont I’effet net est
I’augmentation de la PaO, (valeurs normales : 80-120 mmHg), la diminution de la PaCO,
(valeurs normales : 35-45 mmHg) et le rétablissement d’un pH artériel optimal (7,35-7,45).

Remarque : Les corps carotidiens sont trés sensibles & des variations minimes de la
PaCO,. Cependant, globalement, ils ne sont responsables que d’un tiers de ’amplitude de

la réponse ventilatoire au CO, (2/3 issus des chémorécepteurs centraux).

2) Le centre respiratoire :

La respiration semble étre un acte moteur simple permettant d’alterner l'inspiration et
I’expiration. Cependant, elle est sous la dépendance centrale de multiples neurones. Ces
derniers sont répartis dans différents groupes de contrdle situés en majorité le long de la
portion ventrale du bulbe rachidien et dans le pont du tronc cérébral. Leur activité permet
le contrble des nerfs spinaux et rachidiens responsables de I’activité musculaire
respiratoire, ainsi que des nerfs craniens innervant les muscles des VAS impliqués dans la
respiration. La respiration normale est constituée de trois phases, toutes sous la dépendance
des centres respiratoires. On distingue ainsi I’inspiration, la post-inspiration E1 (expiration)

et ’expiration tardive E2 (Ramirez et Richter, 1996).
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Actuellement, I’organisation centrale de la respiration se base sur ’existence d’un groupe
respiratoire dorsal (GRD) intégrateur des afférences nerveuses et d’une colonne
respiratoire ventrale (CRV) responsable de la rythmogénése de la respiration sous le
contrdle direct, en temps réel du GRD. Dans cette conception du contrdle de la respiration,
le GRD est constitué¢ du NTS dont le rOle crucial est I’intégration des afférences nerveuses
périphériques et centrales décrites ci-dessus combinée aux afférences vagales d’origine
bronchopulmonaire et des VAS. Ainsi, le GRD joue un réle de premier plan comme
modulateur direct de la rythmogénése respiratoire assurée par la CRV. De plus, certaines
études sur le GRD notamment chez le chat démontrent I’existence de neurones
inspiratoires avec des projections spinales pour la stimulation des motoneurones
phréniques, I’implicant dasn la rythmogénése (Hilaire et Duron, 1999). Il est a noter que
cette découverte ne fait pas I’'unanimité chez la souris et le rat. L’implication du NMDX
situé aussi dans la partie dorsale du bulbe résiderait dans le controle de la
bronchomotricité. Selon la conception actuelle, la rythmogenése respiratoire proprement
dite serait assurée a elle seule par la partie ventrale du bulbe composant la CRV. Ainsi, la
CRV (figure 8) serait composée du complexe de Botzinger (B6tC), du complexe de pré-
Botzinger (pré-BotC) et du GRV rostral et caudal (Alheid et McCrimmon, 2008 ; Smith et
al. 2009). Le BotC contient principalement des neurones expiratoires de type post-I et aug-
E. Les neurones post-I ont une activité décroissante durant I’expiration alors que les
neurones aug-E voient leur activité augmenter en expiration. Par conséquent, le B6tC est
considéré durant la respiration normale (eupnée) comme étant la source d’activité
expiratoire prédominante et jouant ausst un réle dans la transition entre 1’inspiration et
I’expiration (Ezure et al. 2003). Le pré-BotC est adjacent et caudal au BotC. Il contient
des neurones essentiels pour I’activité inspiratoire par ces neurones pré-I dont 1’activation
commence avant méme I’inspiration et perdure tout au long de I’inspiration (Feldman et
Del Negro, 2006). Une des caractéristiques de cette activité inspiratoire réside dans sa
rythmogenése intrinséque. Plus précisément, des études in vitro ont démontré que le pré-
BotC isolé possédait une activité pacemaker intrinseque dépendante de canaux sodiques,
potassiques et calciques (Koshiya et Smith, 1999 ; Johnson et al. 2001 ; Pace et al. 2007 ;
Koizumi et Smith, 2008). Ainsi, le pré-BotC posséde une activité rythmique inspiratoire et

la capacité de mettre fin lui-méme & P’inspiration par I’inhibition des neurones pré-/ par les
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neurones inhibiteurs GABAergiques et glycinergiques qui composent ce méme complexe
(Kuwana et al. 2006 ; Winter et al. 2009). Le GRV rostral (GRVr) est immédiatement
caudal au pré-BotC et ne possede pas de rythmogenése intrinséque (Smith et al. 2007). Ce
groupe est composé en majorité de neurones Ramp-I dont ’activité augmente
graduellement au cours de I'inspiration. Ces neurones projettent vers le nerf phrénique et
les motoneurones inspiratoires intercostaux pour moduler l’inspiration (Bianchi et al.
1995 ; Ramirez et Ricter, 1996). Le GRV caudal (GRVc¢) est composé de neurones
expiratoires dont ’activité augmente au court de [’expiration. Il est le pendant expiratoire

du GRVr et regoit des projections du B6tC (Smith et al. 2009).

Ces quatres groupes de la CRV, en plus de communiquer entre eux par des inter-neurones,
sont modulés par des influx nerveux en provenance du GRD, du noyau rétrotrapézoide
(RTN), des noyaux du raphé et des circuits neuronaux pontiques. Le noyau
retrotrapézoide (RTN), rostral au B6tC et antérieur au noyau du nerf facial (VII), est
sensible a la concentration en CO; dans le liquide céphalorachidien et regoit une partie des
informations des chémorécepteurs périphériques a 1’0, (Mulkey et al. 2004 ; Guyenet et
al. 2005). En modulant I’activité des groupes neuronaux composant le CRV, le RTN
permet d’adapter la réponse ventilatoire en fonction des besoins métaboliques. Des études
in vitro chez le rongeur en période néonatale ont démontré ’existence de neurones pré-J
dans un amas de neurones constituant le noyau parafacial (Onimaru et al. 1997 ; Onimaru
et Homma, 2006). Ce noyau, colocalisé avec le RTN serait responsable de la premiére
excitation rythmique du pré-B6tC. D’autres études suggerent que le noyau parafacial
(pFRG) est un générateur de rythme expiratoire, a l’'inverse du pré-BotC qui est
inspiratoire, favorisant une meilleure alternance entre inspiration et expiration (Feldman et
Del Negro, 2006 ; Janczewski et Feldman 2006). Ainsi, le complexe RTN / pFRG serait
impliqué dans la coordination inspiration / expiration dépendamment du métabolisme
(Champagnat et al. 2009). Les circuits ou groupes respiratoires pontiques (PRG), quant a
eux, se composent du noyau de Kolliker-Fuse (KF) et du complexe parabrachial (LPB).
Le r6le exact des ces amas de neurones reste encore peu étudié. Cependant, ils auraient un
réle dans la coordination entre les muscles expiratoires et ceux des muscles des VAS en
expiration, dans I’intégration du signal sensorimoteur ainsi que dans les transitions de

phases entre inspiration et expiration (Potts et al. 2005 ; Dutschmann et Herbert, 2006)



3) Les voies efférentes :

Les voies efférentes du systéme respiratoire se composent des motoneurones responsables
de la contraction des muscles impliqués dans la mécanique respiratoire cités
précédemment. Ainsi, le diaphragme est innervé par le nerf phrénique (dont I’origine est au
niveau des segments médullaires de C3-C5). Les muscles intercostaux sont innervés par les
nerfs intercostaux (dont I’origine est au niveau des segments médullaires thoraciques). Les

1°™¢ paire cranienne (nerf spinal). Les scalénes sont innervés

SCM sont innervés par la 1
par les 5™ et 6™ racines cervicales. Les abdominaux, comprenant le grand droit, le grand
et le petit oblique et le transverse de I’abdomen sont innervés par les racines thoraciques de

T5-T12.
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Figure 8 : Organisation neuronale du centre respiratoire (d’aprés Rybak et al. 2007). Coupe
parasagittale d’un cerveau de rat démontrant I’emplacement des centres respiratoires
majeurs. cVRG : Groupe respiratoire ventral caudal, rVRG : Groupe respiratoire ventral
rostral, Pré-BotC : complexe de pré-Botzinger, BotC : complexe de Boétzinger, RTN :
noyau rétrotrapézoide, KF : noyau de Kolliker-Fuse, PB : noyau Parabrachial, NA : noyau
ambiguy, 5 : noyau du trijumeau (V), 7 : noyau du nerf facial (VID).
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Chapitre 4 : Coordination Déglutition-respiration

I. Indices de I’existence de la coordination déglutition-respiration

La déglutition et la respiration sont deux fonctions physiologiques sont deux fonctions
pysiologiques agissant en étroite collaboration. Sur le plan anatomique, ces deux fonctions
ont en commun les voies aérodigestives supérieures (voir les 2 premiers chapitres de cette
thése). De plus, les centres nerveux les contrélant sont voisins au niveau du bulbe
rachidien. Plus précisément, le GDD et le GRD partagent des structures nerveuses a
proximité du NTS et le GVD et la CRV se partagent la substance réticulée a proximité du
noyau ambigu. Sur le plan mécanique, lors d’une déglutition, les VAS ne peuvent servir
pour la respiration, ce qui se traduit par une pause respiratoire durant la phase pharyngée
de la déglutition quels que soient I’espéce et 1’age (Stevenson et Allaire, 1991 ; McFarland
et Lund, 1993 ; Hiss et al. 2003 ; Kelly et al. 2006). Cette pause est induite par une
inhibition de la commande respiratoire par les centres de la déglutition. Les déglutitions
sont donc systématiquement associées a une courte pause respiratoire, quels que soient
Pespéce et I’4ge (Stevenson et Allaire, 1991 ; McFarland et Lund, 1993 ; Jean, 2001 ; Hiss
et al. 2003 ; Kelly et al. 2006). La coordination entre DNN et respiration doit étre parfaite

pour éviter les aspirations et les apnées prolongeées.

II. Importance physiologique de la coordination déglutition-respiration :

L’étre humain adulte produit en dehors des périodes de repas de la salive dont le volume
peut aller jusqu'a deux litres par jour. Les DNN (déglutitions non-nutritives survenant en
dehors des périodes d’alimentation) sont donc essentielles pour la clairance de cette salive
et ainsi éviter un passage dans les VAL De plus, chez le nouveau-né, il faut ajouter 2 cette
quantité de salive produite le volume de liquide correspondant aux reflux gastro-
cesophagiens (RGO). Les RGO fréquents et physiologiques en période néonatale (Jeffery

et al. 2000 ; Poets, 2004) sont reliés a au moins trois mécanismes. Le premier réside dans



37

la position allongée du nouveau-né quasi permanente. Le deuxiéme, d’ordre anatomique,
réside dans le fait que I’estomac a cet dge est tres petit en comparaison de la quantité de lait
ingéré au court d’une journée (équivalent d’un adulte buvant 14 litres par jour). Le
troisiéme, d’ordre physiologique, réside dans I’immaturité du SIO notamment chez les
enfants prématurés (Poets, 2004). Cependant, la déglutition a elle seule ne suffit pas pour
une bonne prévention des aspirations et nécessite une parfaite coordination entre DNN et
respiration. La coordination est aussi cruciale pour la prévention des apnées (Nishino et al.
1985). Actuellement, en période néonatale, les problémes d’ordre respiratoire et digestif
restent les deux plus importantes causes d’hospitalisation prolongée, laissant penser que
I’altération de [une de ces fonctions aura un retentissement direct sur 1’autre fonction,

perturbant la coordination DNN-respiration.

II1. Coordination DNN-respiration.

La revue de la littérature montre que 1’étude de la coordination DNN-respiration reste
limitée et que les résultats divergent selon 1’age et ’espéce étudiés. Deux classifications
complémentaires des DNN émergent de la littérature. La premicre classification est
purement descriptive et sépare les DNN en quatre types en fonction de la phase
respiratoire qui précede et qui suit la pause respiratoire induite par la déglutition. La
deuxiéme est quantitative et rapporte un pourcentage de la phase respiratoire perturbée
par la DNN en fonction des temps inspiratoire et expiratoire du cycle contréle qui précede

la DNN.

La classification descriptive retenue par notre laboratoire pour 1’étude des DNN en période
néonatale (Reix et al. 2003) comporte quatre types de DNN : le type ii dont la pause
induite par la DNN commence et se termine dans I’inspiration, le type ee dont la pause
commence et se termine en expiration, le type ie dont la pause commence en inspiration et
se termine en expiration et le type ei donc la pause commence en expiration et se termine

en inspiration (figure 9).



La classification quantitative proposée par Charbonneau et al. 2005 évalue plus
précisément le niveau de perturbation du cycle respiratoire induit par la présence de la
DNN. Techniquement, le temps d’apparition de la DNN dans le cycle respiratoire étudié
est exprimé en pourcentage de la durée totale du cycle respiratoire précédent qui sert de
contrdle (figure 10). Le cycle respiratoire est donc subdivisé en déciles dont 0%
correspond au début de I’inspiration et 100% a la fin de ’expiration du cycle contréle. Les
DNN survenant 4 un temps plus grand que la durée du cycle contréle sont classées dans

I’intervalle 100% et plus.
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Figure 9 : Classification descriptive des DNN d’aprés Reix et al. 2003. Le type ii dont la
pause induite par la DNN commence et ce termine en inspiration, le type ee dont la pause
commence et se termine en expiration, le type ie dont la pause commence en inspiration et
se termine en expiration et le type ei donc la pause commence en expiration et se termine
en inspiration. TA : activité électrique du muscle thyroaryténoidien (reflet d’'une DNN). F :
Flux nasal (I’inspiration correspond & l’ascension de la courbe et I’expiration a la
descente).
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Tdnn (sec)
Survenue DNN (%) = X 100
Tctrl (sec)

TA I

; ; ;
Tetrl Tdnn temps

Figure 10 : Procédure de calcul de la méthode quantitative de classification des DNN.
Tetrl : durée du cycle contréle en secondes. Tdnn : durée entre le début de I’ inspiration et
le début de la DNN. TA : activité électrique du muscle thyroaryténoidien (DNN). ). F:
Flux nasal (I'inspiration correspond & [’ascension de la courbe et 1’expiration a la
descente).

Grace a la classification qualitative, notre laboratoire a pu caractériser la coordination
DNN-respiration chez le modéle ovin dans la premiére semaine de vie sans contention ni
sédation. Chez 1’agneau nouveau-né (figurell), les déglutitions de type ii prédominent
avec les DNN de type ei, suivi des types ie et ee, que ce soit chez les agneaux nés a terme

ou prématurés (Reix et al. 2003 ; Reix et al. 2004).
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Figure 11 : Classification descriptive des DNN chez 1’agneau nouveau-né a terme a I’éveil
d’aprés Reix et al. 2003. Résultats basée sur 1‘étude de 181 déglutitions observées chez 6
agneaux éveillés et présentés sous forme de moyenne + déviation standard. i : DNN de
type 1i, ie : DNN de type ie, e : DNN de type ee, ei : DNN de type ei. *P < 0.05 (test de
poisson).

D’autres modeéles ont aussi €té étudiés mais a 1’dge adulte. Chez les chévres adultes non
contentionnées, non sédationnées, le type ii prédomine avec 45% des DNN (Feroah et al.
2002). Il en est de méme chez le lapin adulte (McFarland et Lund, 1993), chez le chien, le
chat et le singe adulte (Doty et Bosma, 1956 ; Kawasaki et al. 1964) ou le type inspiratoire

prédomine.

Au contraire, chez I’homme adulte, les DNN de type expiratoire prédominent et les DNN
inspiratoires sont en minorité (Nishino et al. 1985 ; Smith et al. 1989 ; Martin et al. 1994 ;
Palmer et Hiiemae, 2003), ceci permettant une meilleure protection des VAI chez ’humain
et une facilité dans I’élévation du larynx (McConnel et al. 1986, Cook et al. 1989,

Charbonneau et al. 2005). Chez les bébés prématurés étudiés a 1’dge de leur terme,
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I’analyse qualitative de la coordination DNN-respiration révéle une prédominance des
déglutitions survenant durant une pause respiratoire (supérieure a 3 secondes = apnée),
suivies par les déglutitions de type expiratoire offrant une meilleure protection des VAI
(Nixon et al. 2008). Les déglutitions survenant durant les transitions de phase respiratoire,
soit les types ie et ei, sont décrits comme plus & risque d’aspiration trachéale (Wilson et al.

1981 ; Paydarfar et al. 1986 ; Lewis et al. 1990).

Plusieurs études sur les DNN durant le sommeil ont étudié le rdle potentiel des déglutitions
dans la génése des apnées. La survenue prédominante des DNN, particuliérement en
bouffées, (Menon et al. 1984 ; Pickens et al. 1988 ; Pickens et al. 1989 ; Nixon et al. en
2008) pourrait suggérer que les déglutitions induisent les apnées. Cependant, dans d’autres
études, il apparait que les déglutitions sont déclenchées apres le début de ’apnée chez
I’enfant (Menon et al. 1984 ; Nixon et al. 2008) et chez 1’agneau prématuré (Reix et al.
2004), suggérant plutdt que les DNN ont un rdle protecteur des VAI durant I’apnée.

Un des objectifs concernant la coordination déglutition-respiration était de savoir s’il
existait une maturation de cette fonction avec I’dge. Les études précédemment citées
semblent dire que chez ’homme adulte (Nishino et al. 1985 ; Palmer et Hiiemae, 2003) et
chez I’enfant (Nixon et al. 2008) les déglutitions expiratoires prédominent et qu’il n’existe
pas de maturation de cette fonction avec I’age. Mais, qu’en est-il chez les animaux comme
le mouton ? Une réponse a cette premicre question est apportée par une étude qualitative
ne démontrant aucune évolution de la coordination DNN-respiration lors du passage
d’agneau nouveau-né & mouton adulte, ou les DNN de type inspiratoire prédominent

toujours (Roberge et al. 2007).

Concernant toujours la coordination déglutition-respiration, une grande différence est faite
si I’on compare les animaux et I’étre humain. En effet, les déglutitions de type inspiratoire
prédominent chez les animaux, alors que les déglutitions de type expiratoire sont les plus
fréquentes chez ’homme. Ces résultats opposés soulévent une hypothése (McFarland et al.
1994): v a-t-il une influence de la posture sur la coordination DNN-respiration (animaux
quadrupédes Vs homme bipede) ? L hypothése voulant qu’il y ait un effet de la posture sur
la coordination DNN-respiration est partiellement validée par une étude chez 1’humain

adulte a I’éveil (Samson et al. données non publiées). En effet, il semble premi¢rement que
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chez les femmes, les déglutitions de type ee et ei soient plus nombreuses que chez les
hommes dont les types expiratoires prédominent aussi. Deuxiémement, les femmes initient
leurs DNN plus tard en expiration que les hommes, spécialement en position quadrupede.
Et troisiémement, chez les femmes, la position quadrupéde retarde les DNN en expiration

en comparaison avec les positions allongée et assise.
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Chapitre 5 : Stress environnemental et déglutitions

Comme expliqué dans le paragraphe précédent, la coordination déglutition-respiration
demeure une fonction physiologique cruciale. En effet, une mauvaise coordination peut
étre délétére en favorisant les apnées ou en perturbant la protection des VAIL De plus, la
déglutition et la respiration ayant des centres bulbaires en commun et utilisant toutes deux
les VAS, nous sommes a2 méme de penser que toute perturbation de ’une ou ’autre
fonction peut modifier cette coordination. II est donc concevable que tout stress
respiratoire, toute inflammation des VAS (tabac) pourrait étre une cause de déséquilibre de
la coordination. Ainsi, de nombreuses pathologies rencontrées en unité de soins intensifs
pédiatriques induisant une certaine hypoxémie et/ou hypercapnie pourraient étre
potentiellement délétéres. Parmi ces pathologies, on peut compter la maladie des
membranes hyalines, les malaises graves du nourrisson, la dysplasie broncho-pulmonaire,
la pneumonie, la bronchite, etc. De plus, I’hypoxie est aussi rencontrée dans des situations
de la "vie normale" comme le passage sur le ventre durant le sommeil, 1’obstruction des
VAS par un élément de literie ou encore un voyage en avion (pression de cabine moyenne

du Boeing 747 = 632 mmHg & une altitude de croisiere de 10000 m ; Kelly et al. 2007).

L’hypoxie rencontrée dans ces différentes pathologies ou situations de la vie normale
provient d’un déséquilibre entre les apports et les besoins en oxygene de 1’organisme se
traduisant par une baisse de la concentration en oxygéne dans le sang (hypoxémie). Une
relation étroite existe bel et bien entre DNN et hypoxie au niveau du NTS. En effet, le
message hypoxique est intégré au niveau du NTS en utilisant le glutamate et ses récepteurs
NMDA comme neurotransmetteur dans un phénomeéne appelé la boucle glutamate/NO
(Haxhiu et al. 1995). De méme, le glutamate et les récepteurs NMDA sont impliqués dans
la déglutition (Kessler et Jean, 1991). Il a été démontré qu’une micro-injection de
glutamate au niveau du NTS peut induire a elle seule la déglutition (Kessler et al. 1990).
Cette relation hypoxie/DNN semble donc d’origine centrale (Doty, 1951). Une relation de
causalité entre hypoxie et déglutition est aussi suggérée par la diminution de fréquence des

déglutitions lors d’un stress hypoxique isocapnique chez le chat anesthésié, curarisé,
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vagotomisé et ventilé, indépendamment de I’activité des nerfs phréniques et laryngés

supérieurs (Nishino et al. 1986).

Des situations d’hypercapnie (augmentation de la concentration sanguine en CO;) sont
aussi observées chez le nouveau-né atteint de dysplasie broncho-pulmonaire, maladie des
membranes hyalines, couché sur le ventre, en train de s’étouffer avec ses couvertures,
etc. Si la littérature nous montre que ’hypercapnie n’a pas d’effet sur le nombre de
déglutitions chez le chat anesthésié, curarisé, vagotomisé et ventilé (Nishino et al. 1986),
elle nous démontre (figure 11) sa capacité a modifier la coordination et a stimuler les DNN
en bouffées chez I’humain adulte non anesthési¢ (Nishino et al. 1998). En effet, cette étude
montre qu’en normocapnie (air ambiant), les DNN majoritaires sont de type ee et ie alors
qu’a 1,5% de CO, mélangé a I’air inspiré, les DNN majoritaires sont de type ei et une

diminution importante des DNN de type ee est observée (figure 12).
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Figure 12 : Modification de la coordination DNN-respiration chez 1’humain adulte suite a
un stress hypercapnique d’intensité croissante. Baseline : contrdle. Hypercapnia 1: CO,
0,5%. Hypercapnia 2 : CO, 1%, hypercapnia 3 : CO, 1,5% (Nishino et al. 1998).
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Depuis le lancement en 1992 de la campagne préconisant de faire dormir les bébés en
décubitus dorsal "Bébé sur le dos" par I’association américaine de pédiatrie, le syndrome
de mort subite du nourrisson (SMSN) a été réduit de 50 a 90% (Moon et Fu, 2007). La
fumée secondaire de cigarette est maintenant considérée comme le facteur de risque
numéro un du SMSN au méme titre que ’est la prématurité (Liebrechts-Akkerman et al.
2011). En effet, certains chiffres avancent un risque multiplié par cinq pour une exposition
prénatale a la fumée secondaire et par deux a trois pour une exposition uniquement
postnatale (Anderson et al. 1997, Hafstrom et al. 2005). Un fait marquant reste la
découverte de fortes concentrations de nicotine dans les poumons des enfants décédés du
SMSN. Quelques chiffres d’impact montrent bien I'implication du tabac dans les
problémes de grossesse et de développement de I’enfant. En effet, selon santé Canada, non
seulement le tabagisme durant la grossesse réduit de 20 a 30 % la fécondité des femmes,
mais il augmente aussi de 20% le risque de fausses couches. De plus, le risque de
prématurit€ augmente de 60% et le risque d’avoir un enfant de bas poids a la naissance est
multiplié par deux, le rendant plus vulnérable aux infections et autres problémes de santé.
Fait notable selon santé¢ Canada, 10% des décés périnataux seraient attribuables au
tabagisme maternel durant la grossesse. En terme d’exposition prénatale, une étude
espagnole rapporte qu’environ 25% des femmes fumeraient pendant la grossesse et que
56% des enfants de 6 & 8 ans sont exposés en postnatal (Salvador et al. 2004). Aux Etats-
Unis, les chiffres avancent des données d’exposition entre 35 et 80% selon de la population

étudiée (Kum-Nji et al. 2006)

Sur le plan physiologique, la nicotine augmente les reflux gastro-oesophagiens chez
I’adulte et favorise les infections des VAS en diminuant la concentration d’interleukine 10
au niveau buccal. De plus, la nicotine module les voies de transmission cholinergique,
catécholaminergique et sérotonergique du tronc cérébral et des chémorécepteurs
périphériques, notamment au niveau des centres cardio-respiratoires impliqués dans le
SMSN, dont le NTS (Holger et al. 1995 ; Tolcos et al. 2000). Un lien a aussi été établi dans
la littérature entre tabac et déglutition. En effet, une étude chez ’humain adulte, bien que
ne montrant pas de différence entre les fumeurs et non-fumeurs en terme de nombre de
déglutitions, a démontré qu’un plus grand volume d’eau était nécessaire pour déclencher

les déglutitions chez les fumeurs (Dua et al. 1998 ; Dua et al. 2002). Est-ce via
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Iinflammation des VAS, notamment de la région laryngée ? Cependant, jusqu'a présent,
une seule étude fait mention des effets de la fumée secondaire sur la déglutition en période
néonatale (St-Hilaire et al. 2010). Cette étude effectuée chez I’agneau nouveau-né & terme
démontre qu’une exposition de 16 jours a la fumée secondaire modifie les chémoréflexes
laryngés dans le sens d’une augmentation de la fréquence et de la durée des apnées, une
diminution des réactions d’éveil et une diminution des déglutitions lors de la stimulation de

la muqueuse laryngée par différents liquides (HCI, eau, lait).

Remarque : Le SMSN se définit comme le décés imprévisible d’un nourrisson avant 1’4ge
d’un an durant le sommeil qui reste inexpliqué méme apres une revue approfondie du
dossier médical, de la scéne du déces et une autopsie standardisée faite par un spécialiste
du SMSN (Bajanowski et al. 2007). Dans les pays développés, le SMSN est la premiére
cause de décés chez les nouveau-nés entre un mois et un an (Moon et Fu, 2007). Un début
d’explication de ce syndrome est présenté sur la base d’une théorie dite du triple risque
toujours d’actualité depuis 1994 comme présentée a la figure 13 (Filiano et Kinney 1994 ;
Guntheroth et Spiers, 2002). Cette théorie propose que cet événement tragique nécessite la
coincidence temporelle de trois conditions. La premiere condition non modifiable est I’4ge
du nouveau-né. En effet, il existe une période de vulnérabilité maximale entre ’4ge de 2
et 4 mois, durant laquelle le contréle autonomique cardiorespiratoire est précaire (Kinney,
2005 ; Kinney et al. 2009). La deuxiéme condition nécessite une certaine prédisposition
incluant la présence d’anomalies fonctionnelles souvent causées par des facteurs prénataux
et/ou postnataux comme le tabagisme maternel, la consommation de drogue ou d’alcool,
des facteurs dits non modifiables comme la prématurité, le sexe masculin, la race ou encore
certains polymorphismes génétiques (Hunt et Hauck, 2006 ; Moon et Fu, 2007 ; Kinney et
al. 2009). Cette notion inclut aussi les facteurs épigénétiques qui modifie I’expression de
certains génes lors de ['exposition & certains stress (Hunt, 2005). II est intéressant de
comprendre que ces facteurs de vulnérabilité/prédisposition peuvent perturber le controle
respiratoire, la sensibilité¢ au CO, et/ou & I’O; et les réactions d’éveil (Kinney et al. 2009).
La troisiéme condition est la présence d’un événement déclencheur aigu comme une

infection par le virus respiratoire syncytial (VRS), un RGO avec pénétration laryngée ou
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aspiration trachéale, un épisode hypoxique/hypercapnique lorsque 1’enfant s’étouffe, etc.
Plus précisément, nous pensons qu’une mauvaise coordination DNN-respiration pourrait

étre a ’origine d’autres facteurs déclencheurs comme les aspirations et les apnées.

VRS/Hx/Hc
Aspirations/apnées

Prématurité
Tabac > o - 1_ére al:mée d-e vie
Hx/Hc feetale - wedw“" ; Pic 2 3 4 mois

Malformations congénitales

Figure 13 : Schéma de la théorie du triple risque associée au syndrome de mort subite du
nourrisson. VRS : virus respiratoire syncytial. Hx : hypoxie. Hec : Hypercapnie.
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Chapitre 6 : Objectifs et hypothéses de ce projet de doctorat

Ce projet de doctorat fait suite & I’étude de Samson et al. 2005 visant a tester la robustesse
de la coordination DNN-respiration dans les différents stades de conscience durant
I’exposition a une CPAP nasale. Ce projet de doctorat s’aligne sur 1’étude de [’effet de
différents stress fréquemment rencontrés en néonatologie sur la robustesse de la

coordination DNN-respiration.

I. Influence de ’hypoxie et de ’hypercapnie sur la coordination DNN-respiration

L’objectif principal de cette étude est de caractériser I’effet de I’hypoxie (10% FiO,) et de
I’hypercapnie (5% FiCO,) sur la coordination DNN-respiration durant une exposition
aigué chez ’agneau nouveau-né a terme. L’hypothése évoquée est que ces deux stress
respiratoires perturbent non seulement la fréquence des DNN mais aussi leur coordination

avec la respiration.
Les objectifs secondaires sont :
1. L’étude de la fréquence et de la durée des apnées.

2. L’étude de ’'influence des stades de conscience.

II. Influence de ’exposition postnatale a2 la fumée secondaire de cigarette sur la

coordination DNN-respiration

Cette étude s’est faite en deux temps. Dans un premier temps, la mise au point et la
validation d’une machine a fumer automatique ont fait I’objet d’une publication incluse

dans cette thése. Dans un deuxiéme temps, I’objectif principal de cette étude a été de
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caractériser 1’effet d’une exposition postnatale de 15 jours a la fumée de cigarette sur la
coordination DNN-respiration chez I’agneau nouveau-né. L hypothese principale évoquée
est que la fumée de cigarette modifie la fréquence des DNN et leur coordination avec la

respiration.
Les objectifs secondaires étaient :

1. L’étude de la fréquence et de la durée des apnées.

2. L’étude de I’influence des stades de conscience.



MATERIEL ET METHODES
RESULTATS
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Article 1:

EFFECTS OF HYPOXIA AND HYPERCAPNIA ON NON-NUTRITIVE
SWALLOWING IN NEWBORN LAMBS

Duvareille C, Lafrance M, Samson N, St-Hilaire M, Pladys P, Micheau P, Bournival V,
Langlois C, Praud J-P.
Publié dans Journal of Applied Physiology. 2007; 103(4); 1180-8.

Résumé :

Les DNN sont essentielles pour la clairance des secrétions salivaires et des reflux gastro-
pharyngés des VAS, spécialement en période néonatale. La parfaite coordination entre
DNN et respiration est un €lément clé dans la prévention des aspirations et des apnées
prolongées. De plus, il est & noter que les problémes d’origine respiratoire et digestive sont
les problémes les plus fréquents en période néonatale. Cependant, les études sur la
coordination DNN-respiration en période néonatale restent rares. Le but de cette étude est
d’observer les effets de I’hypoxie (Hx 10% O,) et de I’hypercapnie (Hc 5% CO,) sur la

fréquence des DNN et la coordination DNN-respiration chez 1’agneau nouveau-né.

Matériel et méthodes : six agneaux ont été instrumentés de fagcon chronique sous anesthésie
générale pour ’enregistrement d’un électrocardiogramme, des mouvements oculaires, d’un
électro-corticogramme, du flux nasal et de D’activité des muscles thyroaryténoidiens
(constricteurs de la glotte) par télémétrie. Des enregistrements polysomnographiques ont
été effectués chez les agneaux nouveau-nés sans sédation ni contention exposés en aigu a

I’Hx ou I’Hc et en condition controle (air ambiant).

Résultats : I’hypercapnie augmente la fréquence des DNN durant I’éveil et le sommeil
calme (P<0.005), alors que I’hypoxie tend a la diminuer. De plus, I'hypercapnie modifie la
coordination DNN-respiration en augmentant la fréquence des DNN de type ie (P<0.001).
En outre, ’hypercapnie diminue aussi la fréquence des apnées en éveil et durant le

sommeil calme (P = 0.002).
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Conclusion: I'hypercapnie stimule Ia fréquence des DNN en faveur du type ie alors que

I’hypoxie a une tendance inverse, quel que soit le stade de conscience.
yp

Contributions :

Pour cet article, j’ai réalisé toutes les étapes menant a sa rédaction allant de la mise au
point du projet sur le plan expérimental a la rédaction de cet article en passant par les
expérimentations et ’analyse des résultats, le tout supervisé par mon directeur de

recherche Dr Praud.

Nathalie Samson, Marie St-Hilaire et Véronique Bournivale ont contribué aux chirurgies
pour V’instrumentation des agneaux et ’enregistrement des polysomnographies. Myléne
Lafrance et Patrick Pladys ont fortement contribués a 1’analyse et au calcul spécifique des
temps inspiratoires et expiratoires. Philippe Micheau en temps que professeur en génie

mécanique nous a aidé a consevoir le caisson d’exposition.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the effect of hypercapnia and

hypoxia on apnea and non-nutritive swallowing (NNS) frequency as well as on the
coordination between NNS and phases of the respiratory cycle in newborn lambs, whilst
taking into account the potential effects of states of alertness. Six lambs were
chronically instrumented for recording electroencephalogram, eye movements,
diaphragm and thyroarytenoid muscle (a glottal adductor) activity, nasal airflow and
electrocardiogram. Polysomnographic recordings were performed in non-sedated lambs
exposed to air (control), 10% O, and 5% CO, in a random order at 3, 4 and 5 days of
age. While hypercapnia decreased apnea frequency in wakefulness and active sleep (p
= 0.002 vs. air and hypoxia), hypoxia had no significant effect on apnea. In addition,
while hypercapnia increased NNS frequency during wakefulness and quiet sleep (p <
0.005 vs. air and hypoxia), hypoxia tended to decrease the frequency of NNS. Finally,
only hypercapnia altered NNS-breathing coordination by increasing NNS occurring at
the transition from inspiration to expiration (ie-type NNS) (p < 0.001 vs. air and hypoxia).
In conclusion, whereas hypercapnia increases overall NNS frequency by specifically
increasing ie-type NNS, hypoxia has the inverse tendency. Results were identical in all

three states of alertness.

Keywords: control of breathing, apneas, thyroarytenoid muscle, sleep, radiotelemetry.
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INTRODUCTION

Non-nutritive swallowing (NNS) is essential for clearing upper airway secretions and
gastro-pharyngeal refluxes, which are especially frequent in the neonatal period due to
the immaturity of the inferior esophageal sphincter. In addition, a perfect NNS-breathing
coordination is thought to be crucial to prevent aspiration and apnea (27).
Consequences of respiratory and swallowing immaturity are the most frequent problems
encountered in newborns. However, studies on NNS and NNS-breathing coordination in
the neonatal period are surprisingly rare. We have recently reported on spontaneous
NNS frequency throughout the three states of alertness, as well as NNS-breathing
coordination in both full-term (34) and preterm lambs (33). Both NNS and respiration
share a common aerodigestive tract (the upper airways) and their central pattern
generator (CPG) is located in the same medullary site. It is thus conceivable that any
adverse condition, such as hypercapnia or hypoxia, which alters breathing in the
newborn, may influence NNS frequency and the precise NNS-breathing coordination,
and consequently promote lung aspiration and/or respiratory instability. In addition,
postnatal maturation of both swallowing and NNS-breathing coordination may be altered
by these conditions, due to the high neural plasticity present at this period.

Only two studies, conducted at adult age, have investigated the effects of
hypercapnia or hypoxia on swallowing. Results on the effects of hypercapnia have been
contradictory. Indeed, while no effects of hypercapnia were observed on the swallowing
reflex in anesthetized cats (26), a decrease in the swallowing reflex and a compromised
coordination between (induced) NNS and respiration were reported in human adults
(25). Regarding hypoxia, the only available study showed a decrease in the swallowing
reflex in anesthetized cats, no results being available on NNS-breathing coordination
(26). In addition, there is no available study to our knowledge on the effects of
hypercapnia or hypoxia in the neonatal period. Thus, the aim of the present study was
to investigate the effects of hypercapnia as well as hypoxia on spontaneous NNS
frequency and NNS-breathing coordination in newborn lambs, testing the hypothesis
that these conditions decrease NNS frequency in the three states of alertness and

modify NNS-breathing coordination.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Six mixed-breed lambs were involved in the study. All lambs were born at term
by spontaneous vaginal delivery at our local provider's farm and housed with their
mother in our animal quarters before initial experiments. The study protocol was
approved by the Université de Sherbrooke’s Committee for Animal Care and

Experimentation.

Surgical preparation

Aseptic surgery was performed on the second day of life under general
anesthesia (Isoflurane 1-2% + NO; 30% + O, 68%). Intramuscular atropine suifate
(150pg/kg) was given preoperatively with ketamine (10mg/Kg) and midazolam
100pg/Kg. Antibiotics (5mg/kg gentamicin and 7500 Ul/kg duplocillin) were
administered intramuscularly before surgery and daily thereafter until the end of the
experiment. One dose of ketoprofen (3mg/kg intramuscularly) was systematically
given immediately after induction of anesthesia for analgesia and repeated if
needed the next day. Chronic instrumentation included placement of bipolar, goid
plated stainless steel electrodes into the two thyroarytenoid muscles (TA, a glottal
adductor) through the lateral aspect of the thyroid cartilage as well as placement of
bipolar enameled chrome wires into the diaphragm for recording electromyographic
activity (TA and DI EMG respectively). Two right-angled, platinum needle-
electrodes (E7-12, Grass Instruments Company, Quincy, MA) were inserted into
the parietal cortex directly through the skull, at the level of the lambda suture, 1 cm
from the midline, for electrocorticogram (ECoG) recording. One platinum needle-
electrode (E2-12, Grass Instruments Company, Quincy, MA) was also inserted
under the scalp as a ground. Two other E2-12 platinum needle-electrodes were
inserted subcutaneously on the proximal forelegs for recording electrocardiogram

(ECQG). Leads from all electrodes were subcutaneously tunneled to exit on the back
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of the lamb. Furthermore, an arterial catheter was introduced in the brachial artery
to collect blood samples for measuring pH, PO, and PCO,, HCO3 concentration
and hemoglobin saturation. Correct electrode positioning was systematically

verified at autopsy.

Recording equipment

The recording instrumentation was completed immediately prior to the
recording session in non-sedated lambs. Platinum needle electrodes were inserted
subcutaneously into the outer upper region and in the inner region of the right eye
socket for electrooculogram (EOG) recording. Nasal airflow was recorded using a
type J thermocouple wire (Omega Engineering, Stamford, CO, USA, response time
0.002 sec; accuracy 0°C-816°C) glued to the side of one nostril. Respiratory
inductance plethysmography was used to monitor respiratory thoraco-abdominal
movements. Inspiratory and expiratory fraction of O, and CO; (FiO,, FiCO,, FeO;
and FeCO,;) were continuously monitored in all lambs using a nasal cannula
connected to a Capnomac Il (Datex-Ohmeda Canada Inc, Mississauga, ON,
Canada). Our specifically-designed radiotelemetry system was used to obtain data
from prolonged recordings (with periods of wakefulness and sileep) in freely-
moving, non-sedated lambs (18). The transmitter utilized in this study was
comprised of 8 differential channels for nasal flow, ECG, EOG, ECoG and 4 EMG
recordings. All transmitted signals were fed from the receiver to the acquisition
system. The raw EMG signals were rectified, integrated and averaged (moving
time average = 100 ms). The telemetry transmitter was connected to the electrode
leads and attached to the lamb’s back. Polysomnographic signals were recorded
on a PC (Figure 1), using a computerized acquisition device (MP100A, Biopac
Systems Inc, Santa Barbara, CA, USA) and software (Acknowledge 3.7.3, Biopac

Systems Inc.).
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Figure 1: Example of recording obtained in one lamb in quiet sleep during
hypercapnic gas mixture breathing. ECoG, electrocorticogram; EOG,
electrooculogram; TA, thyroarytenoid muscle electromyographic activity; F, nasal
airflow (inspiration upward); Sum, sum signal of the respiratory inductive
plethysmograph; Dia, diaphragm electromyographic activity; [Dia, moving time
averaged Dia; ECG, electrocardiogram.

Design of the study

Lambs were studied without sedation 48 h after surgery (age: 4 + 1 day, weight:
3.9 + 0.5 kg), between 6:00 AM and 11:30 AM. The lambs were housed with their
mother and fed and slept ad libitum until and between the experiments. Standard
light cycle, ie., light extinction between 6:00 PM and 6:00 AM, was maintained
throughout the experimental days. All recordings began at least 40 minutes after
their last feeding. Each lamb underwent three recordings on three subsequent
days, while in a plexiglas chamber (volume 1.2 m®. The chamber was
continuously flowed (12 L/min) with either medical air or 21% O, + 5% CO;
(hypercapnia, Hc) or 10% O, + 0% CO, (hypoxia, Hx). Consistency of the gas
mixture in the chamber was monitored throughout the recording using both an
oximeter and a capnometer (Sable Systems O, FC-1B and CO, CA-1B, Las
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Vegas, NA, USA). Each day corresponded to a different gas mixture, administered
in random order. The chamber temperature (24°C) and humidity (70%) were
maintained constant throughout the recordings. Lambs were monitored throughout
the three experimental sessions, and an observer was always present in the
laboratory to note all events. In wakefulness, they were standing or lying on the
floor of the exposure chamber, with the head up; in quiet sleep, they were lying on
the floor, usually with the head at 180 degree put on their own back; in active
sleep, they were lying with the head and neck extended on the fioor.

Three additional lambs were studied after addition of holes for hermetic gloves
in two opposite walls of the chamber, to enable manipulation of the lambs
throughout the experiment without opening the chamber. The lambs were studied
in the same three experimental conditions, to assess variations in blood gases,
saliva secretion and body temperature. Saliva production was measured using a
custom made collecting system consisting in a cotton ball inserted on a hairpin
weighted (Professional digital mini scale SL-50/150/300; Mississauga, ON,
Canada) before and after insertion in the lamb’s mouth, between the lower gums
and the left cheek; the cotton ball was left in place during 30 sec at a time, four
times during each recording. The four samples of saliva obtained were added and
averaged, and saliva flow was expressed per minute in each lamb in each of the
three gas conditions. In addition, variations in metabolism were also measured in

these 3 lambs using the indirect calorimetric method.

Data analysis

Standard electrophysiological and behavioral criteria were used to define
wakefulness (W), quiet sleep (QS) and active sleep (AS) from ECoG and EOG
tracings, together with careful, continuous lamb observation (35). Lambs were
standying or lying, Arousal from QS was characterized by sudden disappearance
of high-amplitude waves in the ECoG for at least 3 sec, and arousal from AS was
recognized by direct observation of the lamb and disappearance of intense EOG

activity. Percentage of time spent in each state of alertness, mean duration and
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frequency of W, QS and AS epochs and arousal frequency were calculated.
Respiratory and heart rates were calculated for all epochs of W, QS and AS
recorded in all lambs, when at least 60 seconds were spent in that epoch. Apneas
were defined as two “missed” breaths, as compared to the two preceding
respiratory cycles. Sighs (i.e., augmented breaths) were defined as an increase in
the amplitude of diaphragmatic EMG of at least twofold, as compared to the three
preceding respirations. Apnea and sigh frequency (number per hour of recording)
were calculated in the three states of alertness. Non-nutritive swallowing activity
was recognized by a brief, high amplitude TA EMG burst with interruption of nasal
airflow, as previously validated (32). Analysis of NNS from TA EMG signal alone
was then pursued as foliows. First, total NNS (including both isolated NNS and
NNS occurring in bursts) frequency was calculated for each state of alertness and
first averaged for each individual lamb, then for the entire group as a whole for
each gas mixture. Total NNS were then separated into isolated NNS and NNS
occurring in bursts, defined as the occurrence of at least 2 NNS within 4 seconds
(38). Calculation of NNS frequency during wakefulness was restricted to periods of
quiet wakefulness. Secondly, diaphragmatic EMG, the sum signal of the respiratory
inductance plethysmograph and nasal airflow traces were used to recognize the
phase of the respiratory cycle disrupted by NNS. Non nutritive swallows were then
classified depending on the respiratory phase preceding and foliowing NNS, as
previously described (34). Four types of NNS were defined: e-type NNS (preceded
by and followed by expiration), ei-type NNS (at the transition from expiration to
inspiration), ie-type NNS (at the transition from inspiration to expiration), and i-type
NNS (preceded by and followed by inspiration). Only NNS with good quality signals
were analyzed for this purpose. NNS frequency was then calculated for each type
of NNS, in each state of alertness. Furthermore, to explain the increase in je-type
NNS during Hc (see results), the relationship between respiratory rate (RR) and je-
type NNS percentage was analyzed during air breathing. For each NNS, RR was
measured from the 3 preceding breaths and je-type NNS percentage was
calculated for each interval of five breaths.min™'. Finally, for each isolated NNS,

alterations in respiratory timing were further assessed by measuring the inspiratory



61

time (Ti), expiratory time (Te), total breathing duration (Ttot) and duty cycle Ti/Ttot.
The effect of NNS type on respiratory timing was assessed on the breath before (n-
1), during (n) and after (n+1) the swallow and compared during air breathing,
hypoxia and hypercapnia. All values of respiratory timing were expressed as the

percentage of the control value measured on the n-3 breath for each NNS type.

All results were first averaged for each individual lamb, then for the entire group
as a whole for each gas mixture. All measurements were performed semi-

automatically using the Acknowledge software.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using SAS software as previously
described (34). Normality was first tested for all variables using the Shapiro-Wilks
test. Summary results are expressed as mean + SD. The mean effect of hypoxia or
hypercapnia on sleep architecture, NNS frequency and NNS-breathing
coordination, respiratory and heart rates, apnea and sigh frequency was estimated
using generalized estimating equation models (GEE), ie., an approach which
takes into account the correlated nature of repeated measures (GENMOD
procedure of SAS). The working correlation structure selected was the
exchangeable type. For data which followed a normal distribution (heart and
respiratory rates), no transformations were made. For the remaining data,
generalized linear models consisted in Poisson regression models. The results of p
values were obtained using the z-statistics, which is a robust estimate of the
standard error. Analyses of the relationship between respiratory rate and je-type
NNS percentage were performed using simple linear regression analysis. Results

with p values less than 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Total duration of polysomnographic recordings in 6 lambs was 24.4 h in air
(mean £ SD per lamb: 4.1 £ 0.2 h), 24.6 h in hypercapnia (Hc) (4.1 + 0.5), and 25.1
h in hypoxia (Hx) (4.2 + 0.6). Arterial gas values, obtained in 3 additional lambs
during air, 10%0, and 5% CO, breathing, were respectively PaO, = 106 + 15
mmHg, 31 £ 6 mmHg and 125 + 0.5 mmHg; PaCO; = 40 + 1 mmHg, 30 + 2 mmHg
and 50 + 1 mmHg; pH=7.45+£0.01,7.52 £ 0.00 and 7.39 £ 0.03; [HCO3;]=26.5%
1.5 mmol/L, 23.3 £+ 1.4 mmol/L and 29.0 £ 1.2 mmol/L. Measurements of basal
metabolism obtained in those 3 lambs showed a decrease in oxygen consumption
in Hx (10.5 + 0 ml.min™.Kg™), as compared to both air (15 + 3 ml.min".Kg™") and
He (17 £ 5 ml.min™ . Kg™).

Sleep architecture

Results are reported in figure 2 and table 1. Active sleep was obtained in all
lambs in the three gas conditions. Overall, while Hc increased %W (= time spent in
W, expressed as a percentage of the total recording time), Hx had no significant
effect on %W. During sleep, while %QS decreased in Hc and increased in Hx, this
was not related to a change in arousal frequency. Neither Hc nor Hx had a
significant effect on %AS. Mean duration of W epochs was increased during Hc but
not in Hx. Neither Hc nor Hx had a significant effect on the mean duration and

frequency of QS and AS epochs.
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Figure 2: Sleep-wakefulness architecture in air (white bars), hypercapnia (black
bars) and hypoxia (gray bars). Values are reported as the percentage of total
recording time spent in each state of alertness. W: Wakefulness; QS: Quiet Sleep;
AS: Active Sleep. *: p < 0.05 (n = 6).
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Table 1: Time spent in each state of alertness, frequency and mean duration
of each epoch and arousal frequency during air, hypercapnia and hypoxia
breathing (n = 6)

Air He Hx

% W 44+ 8 e o_osog; :::<9:.:)001) 4?"10"57)'5
% QS B4 W 0.(3;?}1??4 ::).0001) (ﬁjO?):)
% AS 12£ 4 * 0?2350.7) (‘?;:0?/)
W epoch duration (s) 12302i ¢ 0.0;(?3 3: <7(;7, 0001) H(} 0-4.:3»:;}5
QS epoch duration {s) llﬁi (3 35817 32) 1l(lf O:.tsi ’
AS epoch duration (s) 1%94i (3 %)_19;:!-} (?;) ](2*058?
W epoch frequency (h) 14+ 2 ¢+ o.%)%;fo%ooz) l(i1 54?
QS epoch frequency (h™') 11£ 3 e+ 0_11(? f 0302) 1(:"2 oi..si
AS epoch frequency (h') 4£2 ¢ Oi): 12 0.7) (*30..!&014)
Arousal frequency QS (h?) 227 (*2(39;17 g ) 2(% (-)4:.9)4
Arousal frequency AS (') | 30+ 10 (*4(3 512078) 3?* 3_31)4

Wakefuiness (W), Quiet Sleep (QS), Active Sleep (AS), Hypercapnia (Hc) and
Hypoxia (Hx). Results are presented as mean + SD, with p values as follows * vs.
air; T vs. hypoxia. Statistically significant values are indicated in bold.
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Cardiorespiratory parameters

Results are reported in table 2. Regardless of the state of alertness, respiratory
rate was increased in both Hc and Hx, with no difference being observed between
Hc and Hx. Most apneas were post-sigh apneas. A decrease in apnea and sigh
frequency was observed in Hc during W and AS. Regardless of the state of
alertness, Hx did not alter apnea or sigh frequency. While Hx induced an increase
in heart rate in all states of alertness, the increase during Hc was significant in W

only. Moreover, heart rate was higher in Hx than Hc.

Non-nutritive swallowing activity

Results on NNS frequency are reported in table 3 and figure 3. Overall, Hc
increased the frequency of total and isolated NNS in W and QS, as compared to
air. While the same tendency was observed during AS, this increase was not
statistically significant, due to high variability between lambs. On the contrary, the
overall effect of Hx was a tendency towards a decrease in the frequency of total
and isolated NNS, which reached significance only for isolated NNS during QS.
Finally, neither Hc nor Hx significantly modified NNS burst frequency. Overall, Hc
and Hx had an inverse effect on NNS frequency, with amplitude of the effect being
greater for Hc than for Hx.

Resuits on NNS-breathing coordination are reported in table 4 and figure 4. In
air, regardless of the state of alertness, i-type and je-type NNS frequencies were
not significantly different. Both were greater than e-type and ei-type NNS
frequencies. Irrespective of the state of alertness, Hc consistently increased je-type
NNS at the expense of i-type NNS, with the consequence that ie-type NNS were by
far the most frequent. By contrast, during Hx, alterations in NNS-breathing
coordination, i.e., a reduction in ei-type NNS during AS and in i-type NNS during
QS, were inconsistent throughout all states of alertness.

Respiratory rate and ie-type NNS percentage relationship. Results in figure 5
indicate a strong positive correlation between RR and ie-type NNS percentage
during air breathing (R = 0.90, p < 0.0001), suggesting that hyperventilation per se
was linked to an increase in the proportion of je-type NNS. The same correlation
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was observed during Hc and Hx (respectively R = 0.72, p <0.0001; R = 0.69, p =
0.001).

Table 2: Respiratory and heart rates, apnea and sigh frequency in air, and in
hypercapnic and hypoxic conditions (n = 6)

Air Hc¢ Hx
Respiratory rate {min'') W 63+ 21 90 + 30* 79 +22*
(* <0.0001;10.3) (* 0.002)
60 £ 22 89 + 29* 77 £ 26*
Qs (* 0.0002; 10.3) (* 0.0004)
61 £10 77 x17* 77T +£12*
AS (*<0.6001; 1 0.9) (* 0.0001)
Heart rate (.min") W 186 + 4] 203 £ 44* 240 £ 27*
(* 0.03; 1 0.02) (* 0.002)
188 + 41 202 £ 44 242 £ 32%
QS (*0.1; 4 0.02) (* 0.001)
168 £ 35 178 £ 301 210 £ 23*
AS (* 0.2; #<0.0001 ) * 0.0002)
Apnea frequency (h) 30.1+£193 8.9 % 9% 353+316
w (* 0.002; * *0.2)
0.0008)
6.7+49 51456 53+29
Qs (*0.2;10.9) (*0.3)
6658 1.3+2.0™ 20,8+ 35.2
AS (* 0.004; +0.006) (*0.07)
Sigh frequency (h') W 445+175 | 253+ 9.9% 40.6 £ 16.9
(* 0.001; *0.004) (* 0.6)
74+ 46 89+75 54+£29
Qs (*0.2,10.2) (*0.3)
165+ 9.8 7.5+54% 179+ 122
AS (* 0.03; 10.02) (*0.8)

Wakefulness (W), Quiet Sleep (QS), Active Sleep (AS), Hypercapnia (Hc) and
Hypoxia (Hx). Results are presented as mean * SD, with p values as follows * vs.

air;

T vs. hypoxia. Statistically significant values are indicated in bold.
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Table 3: Frequency of total NNS, isolated NNS and NNS bursts in air and in
hypercapnic and hypoxic conditions (n = 9)

Adr

Hc

Hx

Total NNS frequency (h!)

53+ 14; 30%

74 ® 32%%,33%

46 + 17, 29%

W (* 0.005; 10.0004) (*0.3)
20+ 10;17% 42 +£21*% 19% 23+ 11;15%
Qs (* 0.001; *<0.0001) (* 0.06)
92 + 27, 53% 113 £ 47t 50% 89 t 43; 56%
AS (* 0.2; 10.04) (*0.8)
Isolated NNS frequency (h'!) W 49 + 14; 36% 68 £ 29*. 37% 42+ 17, 33%
* 6.02; 10.0009) (* 0.4)
29+ 10; 21% 39 £20*%,21% 22 £ 10*;
Qs (* 0.004; t<0.0001) 17%
(* 0.03)
60 £ 26; 43% 78+ 27,42% 63 £ 32; 50%
AS (* 0.1;10.09) (*0.7)
Frequency of NNS bursts (h?) W 4+4,11% 7+5%16% 3+3;10%
(* 0.1; $0.0009) (*0.6)
1+1; 3% 2+2% 5% 2+1; 6%
Qs (* 0.02;10.6) (* 0.07)
AS 32 £16; 86% 35+ 34, 80% 26 £ 33, 84%

(*0.8;10.3)

(*0.6)

Wakefuiness (W), Quiet Sleep (QS), Active Sleep (AS), Hypercapnia (Hc) and
Hypoxia (Hx). Results are presented both as mean £ SD, with p values as follows *

vs. air;

vs. hypoxia. Statistically significant values are indicated in bold. In

addition, all results are presented as percentage of all NNS (total, isolated or burst)
observed in each gas condition.
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Figure 3: Effects of the states of alertness on the frequency of (A) total non-
nutritive swallowing (NNS), (B) isolated NNS and (C) NNS bursts in air (white
bars), hypercapnia (black bars) and hypoxia (gray bars). W: Wakefulness; QS:
Quiet Sieep; AS: Active Sleep. *: p < 0.05 (n = 6).
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Table 4: Coordination between NNS and respiration in air, and in hypercapnic
and hypoxic conditions (n = 9)

W QS AS
Alr i-type 17+ 10 11x7 39+ 25
) 22+ 128 11+88 33193
e-type
. 650 450 9£6Q
el-type
3+2£0 2+1£0 6+3L0
e-type
Hypercapnia i-type 14+ 128 6 £ 6*§ 25+ 18$
(*0.4;10.6) (* 0.03; 10.8) (* 0.05; 1 0.09)
44 £ 20% 1P 29 +19* 1B 73 + 34% 10
ie-type (*<0.0001; * <0.0001) | (* <0.0001; *<0.0001) (* 0.001; ¢
<0.0001)
. 7710 3+4 5+50
€1-type (* 0.4; 10.04) (*0.6;10.2) (* 0.05;10.6)
5+7L6 3+£560 4+6£0
e-type (*0.4;10.7) (*0.3;10.4) (*0.2,10.1)
Hypoxia . 15+ 12 6+ 6%§ 37+ 26
I-type (*0.6) (* 0.003) *0.7)
‘ 20+ 10 B 13£9P 37+ 26 B
1e-type (* 0.6) (*0.4) (*0.6)
, 3+ 3%Q 2+20 3+4*Q
ei-type (* 0.06) *0.1) (* 0.007)
4+£2£0 2+£2£9 6+8L0
e-type (*0.4) (*0.6) *0.9)

Resuits are presented as mean + SD. Wakefulness (W), Quiet Sleep (QS), Active
Sieep (AS). £: p < 0.05, i-type vs. e-type; §: p < 0.05, i-type vs. ie-type; Q: p < 0.05,
i-type vs. ei-type; B: p < 0.05, ie-type vs. ei-type; 0: p < 0.05, je-type vs. e-type; &:
p < 0.05, ei-type vs. e-type. *: p < 0.05 vs. air; T: p < 0.05 hypoxia vs. hypercapnia.
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Figure 4: Effects of hypercapnia and hypoxia on NNS-breathing coordination.
Abbreviations: i-type NNS, NNS beginning and ending in inspiration; e-type NNS,
NNS beginning and ending in expiration; je-type NNS, NNS beginning in inspiration
and ending in expiration; ei-type NNS, NNS beginning in expiration and ending in
inspiration. W: Wakefulness; QS: Quiet Sieep; AS: Active Sleep; £: p <0.05, i-type
vs. e-type; § p <0.05, i-type vs. ie-type; Q: p <0.05, i-type vs. ei-type; B: p <0.05,
ie-type vs. ei-type; 0: p <0.05, Je-type vs. e-type, &: p <0.05, ei-type vs. e-type; *:
p <0.05, Hypercapnia vs. Normoxia or Hypoxia vs. Normoxia; 1: p <0.05 Hypoxia
vs. Hypercapnia (n = 9).
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Figure 5: Correlation between respiratory rate and the percentage of ie-type NNS
during air breathing. RR: Respiratory Rate. For each NNS, RR was measured from
the 3 preceding breaths and je-type NNS percentage was calculated for each
interval of five breaths (20-24; 25-29; 30-34... min™") (n = 6).

Respiratory timing and ventilatory resetting before, during and after non-

nutritive swallowing

Results on respiratory timing of the n-1 and n+1 breaths are reported in figure
6. Differences were considered physiologically significant upon reaching at least
20% higher than control values. Overall, regardless of NNS type, inspiratory gas
condition or state of alertness, swallowing did not alter respiratory timing for the n-1
breath. Similar observations were made for the n+1 breath, with the exception of
ei-type NNS, which were often associated with moderate increases in Ti and Ttot.
Conversely, respiratory timing of the breath where NNS occurred (n breath) was
largely altered, depending on the NNS type. The foliowing alterations were
consistent, regardless of inspiratory gas condition and state of alertness, with a few
exceptions in AS. While i-type NNS was associated with an increase in Ti, Ttot and
TifTtot, je-type NNS was associated with an increase in Ti, Te and Ttot, whereas e-
type NNS was associated with an increase in Te and Ttot and a decrease in

Ti/Ttot. Finally, alterations of respiratory timing with ei-type NNS were highly
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variable. Neither Hc nor Hx modified alterations in respiratory timing by NNS for the

n, n-1 and n+1 breaths.

Time course of the measured variables during the recordings

Blood gases were constant throughout the recordings (Air: PaO, = 86 + 21 and
82 + 15 mmHg, PaCO, = 38 + 0 and 38 £ 2 mmHg, pH = 7.47 £ 0.01 and 7.47 =
0.002; Hc: PaO, = 105 + 1 and 99 + 1 mmHg, PaCO; = 44 £ 0 and 43 + 3 mmHg,
pH=7.40+ 0.01 and 7.44 + 0.04; Hx: Pa0O; = 26 £ 4 and 26 + 4 mmHg, PaCO; =
25+ 0 and 28 £ 1 mmHg, pH = 7.57 £ 0.01 and 7.55 + 0.00; respectively in the first
and last hour of the recordings). Also, total NNS frequency was identical in the first
and last hour of the recordings in W and QS in both Hc (W: 78 + 46 and 75 + 43
min', QS: 47 + 40 and 39 £ 18 min™"; p > 0.4) and Hx (W: 44 + 23 and 55 + 29,
QS= 20 + 16 and 26 + 12 min™'; p > 0.09). Furthermore, no significant difference
was observed for respiratory rate and sigh frequency between the first and the last
hour of the recordings in both Hc and Hx (p > 0.1). In contrast with Hc (p > 0.05), a
decrease in apnea frequency between the first and last hour of the recordings was
observed in W and QS (p < 0.03) during Hx. Finally, a decrease in heart rate was
consistently observed between the first and last hour of the recordings in W and
QS in Hx (p < 0.0001) and only during QS in Hc (p = 0.004).
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Figure 6: Influence of ii, ie, ee and ei-type NNS during hypoxia and hypercapnia
on respiratory timing parameters in the breath before (n-1), during (n) and after
(n+1) the NNS. From top to bottom, results are presented for quiet wakefulness,
quiet sleep and active sleep. W: Wakefulness; QS: Quiet Sleep; AS: Active Sleep;
Ti: inspiratory time; Te: expiratory time; Ttot: total duration of the breathing cycle;
TilTtot: duty cycle. White: Normoxia; Black: Hypercapnia; Gray: Hypoxia. All
values are expressed as the percentage of the value obtained for the n-3 breath (=
control value) and averaged for the entire group. Open symbols indicate
significantly different values from controls. Closed symbols indicate differences,
which are over 20% from control values (n = 6).
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DISCUSSION

The present study provides new insight into the differential effect of moderate
hypercapnia or hypoxia on non-nutriive swallowing in the neonatal period.
Hypercapnia was found to increase overall NNS frequency, due to a specific
increase in je-type NNS, regardless of the state of alertness. in contrast, hypoxia
tended to decrease overall NNS frequency, with no effect on specific NNS-types.
Furthermore, neither hypercapnia nor hypoxia altered the respiratory timing of the
breath where NNS occurred or that of the preceding or subsequent breath. To our
knowledge, this is the first study assessing the effect of hypoxia and hypercapnia
on spontaneous NNS, including on NNS-breathing coordination.

Sleep architecture during moderate hypercapnia or hypoxia

Hypoxia and states of alertness. Results from the present study show an
increase in the time spent in QS during Hx, with no changes in W or AS duration.
These results are in general agreement with previous results in the perinatal
period, showing longer epochs of QS in hypoxic kittens (2), and a decrease in the
time spent in AS in hypoxic (anemia) fetal tambs (17). In addition, a recent study in
adult humans showed that acute Hx increased total sleep time (12), which led the
authors to suggest that accumulation of GABA released by hypothalamic
ventrolateral preoptic neurons in Hx directly inhibits wake-promoting regions of the
brainstem. Accordingly, Hx would promote and reinforce the sleep side of the
hypothalamic sleep switch (39). Conversely, an increase in the time spent in W
was reported in adult rats (21, 28, 37). Overall, discrepancies between studies may
be related to the experimental design, or to differences in species and/or
maturation, the latter being in accordance with the concept of an enhanced hypoxic
hypo-metabolism and inactivity/energy conservation as a protective response in

the neonatal period (22).

Hypercapnia and states of alertness. While earlier studies in adult rats
suggested that Hc had no influence on sleep-wakefulness architecture (21, 37), our

observation of an increase in the time spent in W is more consistent with the
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known stimulating effect of Hc on several chemosensitive neuronal populations
known for stimulating W. These populations include noradrenergic neurons in the
locus coeruleus and the paraventricular hypothalamic nucleus, serotonergic raphe
neurons, histaminergic neurons in the tuberomammillary nucleus and

orexin/hypocretin in the hypothalamus (6, 9, 11, 24).

Cardiorespiratory effects of moderate hypercapnia or hypoxia

Respiratory effects of hypercapnia and hypoxia. Hypercapnia is a potent
respiratory stimulus throughout life, including in the fetal sheep (14) and the
newborn lamb from the very first hours after birth (31). The present results confirm
that Hc increases respiratory rate in all three states of alertness, with a tendency to
be less marked in AS, as previously reported in the newborn infant (7). Moreover,
the increase in respiratory rate observed during Hx in the present study, regardiess
of the state of alerthess, complements previous results in newborn lambs during W
(5, 42). Both Hc and Hx have also been shown to increase respiratory rate in adult
rats, regardless of sleep state (21). However, differences were reported in the
amplitude of the increase in respiratory rate between QS and W in adult rats during
Hx (28), whereas respiratory rate did not increase in adult dogs during Hx (30).
Again, explanation for these discrepancies may be related to species differences
and/or in the experimental design.

Given that most apneas in the newborn lamb are post-sigh apneas, the decreased
frequency of apneas in W and AS during Hc, comparatively to both air and Hx,
appears to be mainly related to the simultaneous decrease in sigh frequency (see
table 1). A Hc-related decrease in the sensitivity of the Hering-Breuer reflex, which
is likely responsible for the post-sigh apneas, is not supported by previous data in
newborn rats (19).

Effect of hypercapnia and hypoxia on heart rate. In agreement with the present
results, both Hc and Hx have been previously reported to cause tachycardia during
W in newborn lambs (16, 41). However, we are not aware of any previous data on
the alteration of heart rate in Hc or Hx during sleep in newborn mammals.

According to the present results, while heart rate was also increased in QS during
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Hc or Hx, relative to W, this increase in heart rate was abolished during AS.
Unfortunately, the design of our study does not provide any clues as to the reasons
for this AS effect.

Effects of hypercapnia or hypoxia on NNS frequency

Increase in NNS frequency with hypercapnia. Results from the present study
show that Hc significantly increased NNS frequency during W and sleep. The
reasons for this novel observation could be explained by one or several of the
following mechanisms. First, an increase in salivary flow has been reported under
high levels of Hc (FICO, = 0.16) (13) thus contributing to the elimination of CO, via
bicarbonate production in saliva (20) and evaporation. However, measurement of
salivary flow in the present study (3 lambs) does not support the involvement of
this particular mechanism (Air : 0.14 + 0.06 g.min™"; Hc : 0.14 + 0.04 g.min™).
Secondly, 5 to 10% CO, has been shown to stimulate the activity of most laryngeal
mechanoreceptors, probably including those involved in the swallowing reflex (1, 3,
4). Thirdly, hypercapnia may stimulate activity of the swallowing central pattern
generator (CPG). Interestingly, neurons of the swallowing CPG are co-localized
with neurons of the respiratory CPG in the medulia, including in the nucleus tractus
solitarius (NTS) and in proximity of the nucleus ambiguus (15). Moreover, previous
studies suggest that swallowing and respiration CPG are incompletely separated in
newborn animals (43, 44). According to our hypothesis, Hc could thus
simultaneously activate neurons of the respiratory and swallowing CPG through
afferent messages originating from both the peripheral arterial chemoreceptors and
various chemoreceptor sites in the brainstem. In addition, neurons of the
swallowing CPG could also be directly activated by CO,, as previously shown for
respiratory neurons contained in the NTS (23).

The only two known prior studies on the effects of Hc on swallowing have
yielded conflicting results. Indeed, Hc was reported to have no effect on the
swallowing reflex triggered by electrical stimulation of the superior laryngeal nerve

in anesthetized, ventilated and bivagotomized cats (26). On the contrary, Hc was
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later reported to decrease the frequency of water-induced swallowing in conscious
adult humans (25). While differences in swallowing responses to CO, between
adult humans or cats and newborn lambs may be related to differences in species
and/or neural immaturity, important differences in experimental conditions are also
likely involved, at least partially.

Absence of effect of hypoxia on NNS frequency. In contrast to Hc, Hx did not
significantly alter NNS frequency, regardless of the state of alertness, despite a
significant increase in respiratory rate (though less marked than with Hc). In fact,
Hx tended to decrease NNS frequency, which is in agreement with the decrease in
swallowing frequency previously reported in anesthetized, bivagotomized cats
under mechanical ventilation (26). Presence of anesthesia in the latter study may
have enhanced the effect of Hx on swallowing activity. The reasons for the
decrease in swallowing during Hx are unclear. First, a decrease in saliva
production in Hx is not supported by our current measurements (3 lambs) (air :
0.14 + 0.06 g.min™"; Hx : 0.12 = 0.02 g.min"). Secondly, while Hx could be
hypothesized to inhibit the activity of the co-localized swallowing and respiratory
CPGs, as reported for the hypoxic respiratory response in the newborn, this is also
not supported by our results which show a significant increase in respiratory rate in
Hx, compared to air. Thirdly, the absence of an increase in NNS frequency in Hx,
despite a significant increase in respiratory rate, may be related to the presence of
hypocapnia in Hx (air: 40 + 1 mmHg; He: 50 £ 1 mmHg; Hx: 30 £ 2 mmHg), which
would specifically act on the swallowing reflex via an unknown mechanism. Finally,
the decrease in swallowing activity could be part of the more general decrease in
respiratory protecting reflexes, such as cough, previously reported in hypoxia (8,
45). Indeed, this may be linked to hypoxic hypometabolism, as measured in 3

lambs of the present study.

Coordination between non-nutritive swallowing and respiration

The preponderance of inspiratory NNS versus expiratory NNS observed in
room air breathing in the present study, irrespective of the state of alertness, is in

agreement with our previous studies in newborn lambs (34, 38). These results are
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at variance however with previous reports on NNS-breathing coordination showing
both a preponderance of e-type NNS in room air breathing (25). Such differences
with our present results in lambs are not uniquely related to age, since NNS-
respiration coordination in room air breathing in adult sheep and goats is identical
to that observed in lambs (10, 36). Important differences in experimental
conditions, ie., study of water-induced swallowing in adult humans vs.
spontaneously occurring NNS in the newborn and adult sheep and in goats, may
be part of the explanation. In addition, species differences, including body position
(sitting vs. on all their fours or lying prone) are also potential causes.

The consistent, specific increase in ie-type NNS frequency in all three states of
alertness during Hc is at variance with the only previous report in awake aduit
humans showing a complex alteration of NNS-breathing coordination in Hc,
including an increase in both /-type and ei-type swallowing, and a decrease in e-
type swallowing (25). However, the specific increase in je-type NNS in Hc in the
present study is in partial agreement with previous results in adult humans showing
that hyperventilation (without Hc) modifies NNS-breathing coordination by
increasing e-type NNS and je-type NNS (40). Additional support to the hypothesis
that hyperventilation per se is linked to an increase in je-type NNS is provided by
the observation in the present study of a linear, highly significant relationship
between respiratory rate and jie-type NNS frequency during air breathing. However,
the absence of an overall increase in je-type NNS percentage in Hx, despite
significant hyperventilation, indicates that the effects of hyperventilation can be
blunted by other influences such as hypocapnia.

Finally, the present observations that, overall, NNS modifies respiratory timing
of the NNS-breath only, with no ventilatory resetting in the following breath,
especially for je-type NNS in Hc, indicates an absence of ventilatory resetting in
newborn lambs, regardiess of state of alertness or surrounding gas condition.
These results are in agreement with previous identical data obtained in human
infants during room air breathing (46). Previous data in adult mammals during
room air breathing are controversial, showing the presence a ventilatory resetting
only after e-type NNS (very rare NNS type in our study) in goats (10) or after all
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NNS-types (29), or a total absence of ventilatory resetting, regardiess of NNS-type
(27). These controversies are unexplained. To our knowledge, the present
observations that Hc and Hx do not lead to ventilatory resetting after NNS are

unique.

Clinical relevance

It is unclear whether the increased NNS frequency during Hc has beneficial or
deleterious effects during the neonatal period. For example, an increase in NNS
frequency could reduce aspiration of pharyngeal refluxes. However, if they occur
during AS, they can lead to obstructive apnea in preterm lambs (33). In addition,
the long-term effect of increasing NNS during proionged Hc in the neonatal period
on swallowing maturation is unknown, and the present results question the
increased use of permissive hypercapnia in neonatal units after an extubation,

when PaOs is restored.
Conclusion

We conclude that contrarily to hypoxia, hypercapnia stimulates NNS. This
increase in NNS is observed in all three states of alertness and is specific to the ie-
type NNS. These results lead to testable hypotheses in our ovine model regarding
the mechanisms involved and potential consequences, including on the risk of

aspirations and on postnatal maturation of swallowing.
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Article 2:

VALIDATION OF A NEW AUTOMATIC SMOKING MACHINE TO STUDY THE
EFFECTS OF CIGARETTE SMOKE IN NEWBORN LAMBS.

Duvareille C, Beaudry B, St-Hilaire M, Boheimier M, Brunel C, Micheau P, Praud J-P.
Publié dans Laboratory Animals 2010 ; 44 (4) ; 290-297.

Résumé : L’exposition a la fumée secondaire de cigarette est devenue depuis la campagne
« Dodo sur le dos » la premiere cause réversible du SMSN. Le but de cette étude est de
construire, développer et valider au sein de notre laboratoire un systéme d’exposition a la
fumée secondaire appelé machine a fumer automatique pour 1’étude des effets de la fumée
secondaire chez des animaux de différentes tailles incluant les gros mammifeéres.
L’équipement inclut une machine a fumer programmable connectée a une chambre
d’exposition ou les animaux sont exposé€s a la fumée secondaire dite mainstream and
sidestream. Une interface facile d’utilisation permet de programmer le volume d’une
bouffée (1-60 ml), le temps entre deux bouffées (1-60 sec) et entre deux cigarettes (1-60

min).

Matériel et Méthodes : 12 agneaux nouveau-nés ont ét€ exposés a dix (4 agneaux, groupe
C10) ou 20 cigarettes (4 agneaux, groupe C20), 8 heures par jour durant 15 jours en
utilisant la machine a fumer développée dans notre laboratoire. Quatre agneaux contrles
supplémentaires ont €t€ exposés a I’air (groupe CO). Au douziéme jour, chaque agneau a été
instrumenté de fagon chronique sous anesthésie générale pour I’enregistrement d’un
électrocardiogramme, des mouvements oculaires, d’un électro-corticogramme, du flux
nasal et de DPactivité des muscles thyroaryténoidiens (constricteurs de la glotte) par
télémétrie. Des enregistrements polysomnographiques ont été effectués chez les agneaux
nouveau-nés sans sédation ni contention ayant été exposés ou non a la fumeée secondaire de
cigarette. Les marqueurs d’expositions (Cotinine urinaire, inflammation laryngée) ainsi que

les marqueurs de bien-étre (prise de poids, signes vitaux) ont aussi été évalués.
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Résultats : le gain de poids est identique entre les trois modes d’exposition. Le rapport
cotinine/créatinine urinaire augmente avec I’intensité de 1’exposition (CO: 11 + 7 ng.mg™;
C10: 961 + 539 ng.rng"; C20: 1821 + 312 ng.mg™) ; ces valeurs correspondent a celles

publiées chez les enfants exposés 4 la fumée secondaire.

Conclusion: les résultats de cette étude de validation montrent que la machine & fumer
automatique construite par notre laboratoire est trés performante pour I’étude des effets de
la fumée secondaire chez les gros animaux non anesthésiés et non contentionnés comme le

mouton et reproduit complétement tous les aspects de la fumée secondaire.

Contributions :

Pour cet article, j’ai réalisé toutes les €tapes menant a sa rédaction allant de la mise au point
de la fabrication de la machine a fumer en collaboration avec 1’équipe d’ingénieurs jusqu’a
la rédaction de cet article, en passant par la mise au point du plan expérimental pour la
validation de la machine a fumer et 1’analyse des résultats, le tout étant supervisé par mon

directeur de recherche Dr Praud.

Marie St-Hilaire et Mahieu Boheimier ont contribués a la validation de la machine a fumer
via I’expérimentation sur les animaux nécessaires a ce projet. Quant a Benoit Beaudry,
Cyril Brunel et Philippe Micheau, ils sont les principaux acteurs de la mise en place et de la

construction de la machine & fumer automatique sur le plan purement mécanique.
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ABSTRACT

The aim of this study was to describe the characteristics and validate the use of a
new, custom-built automatic smoking machine (ASM) primarily designed to study
the effects of an environmental tobacco smoke surrogate (ETS surrogate)
exposure in animals of various sizes, including large animals. The equipment
includes a programmable ASM coupled to a vented whole body chamber, where
animals can be exposed to both mainstream and sidestream smoke. The user-
friendly interface allows for full programming of puff volume (1-60 ml), time interval
between two puffs (1-60 sec) and between two cigarettes (1-60 min). Eight
newborn lambs were exposed to either ten (4 lambs, C10 group) or twenty (4
lambs, C20 group) cigarettes, 8 hours per day for 15 days. Four additional control
lambs were exposed to air (CO group). Weight gain was identical in all 3 groups of
lambs. Urinary cotinine / creatinine ratio increased with the number of cigarettes
smoked (CO: 11 £ 7 ng.mg™"; C10: 961 £ 539 ng.mg™*; C20: 1821 + 312 ng.mg™),
with levels in the C10 and C20 groups in keeping with values published in infants
exposed to ETS. Overall, results show that our new ASM is especially well suited
for ETS surrogate exposure in non-restrained, non-anesthetized large animals

such as sheep.

Keywords: environmental tobacco smoke, mainstream smoke, sidestream smoke,

urinary cotinine, lamb.
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INTRODUCTION

The early postnatal period is critical due to the immaturity of control centers
involved in vital functions such as respiration, cardiovascular function, sleep-wake
cycles, thermoregulation and swallowing function. Various innate or acquired
factors can disrupt normal development and maturation of these functions, paving
the way for frequent pathologies such as apparent life-threatening events of
infancy or sudden infant death syndrome (SIDS). Following worldwide campaigns
to prevent prone sleeping, perinatal passive exposure to tobacco smoke is now
considered to be the single most important cause of preventable death by SIDS (1-
7). In fact, it has been calculated that one third of reported SIDS deaths could have
been prevented with avoidance of prenatal exposure to tobacco smoke (8).
Moreover, postnatal tobacco exposure has been reported to increase SIDS by 2- to
3-fold (9). Finally, infants who died from SIDS tend to have higher concentrations

of nicotine in their lungs than controls (10).

Most studies on the effect of environmental tobacco smoke (ETS) exposure in the
perinatal period have focused on nicotine alone. However, of the at least 4000
different chemical compounds present in tobacco smoke, more than one hundred
are toxic, suggesting that animal studies focusing on nicotine should be
complemented by studies on ETS exposure. In addition, studies on ETS must take
into account that a burning cigarette produces a combination of mainstream smoke
MS (inhaled, then exhaled into the environment by the smoker) and sidestream
smoke SS (produced by a passively-burning cigarette). Indeed, it has been
previously shown that the relative composition of both types of smoke is different
(11, 12).

Various smoking machines have been built for the tobacco industry over the years,
with the primary aim of assessing and/or modulating the levels of various
compounds in cigarette smoke. With time, smoking machines have refined from a

manually-operated system to fully automatic and programmable systems.
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However, a significant drawback of such systems designed for testing cigarettes by

the industry resides in their complexity.

While several animal studies on the effects of ETS in the perinatal period have also
used automatic smoking machines (ASM), few bear significant relevance to
sudden infant death syndrome pathogenesis (13). Interestingly, some effects of
postnatal exposure aione on brain cell development have been found to be
identical to the effects of prenatal added to postnatal exposure in rats and monkeys
(13, 14). In recent years, we became especially interested in assessing the effects
of early postnatal ETS on cardiorespiratory control in our newborn ovine models.
Such models have been used because of the unequalled amount of knowledge on
fetal and neonatal cardiorespiratory physioiogy, the possibility to study preterm
lambs and the ability to study numerous cardiorespiratory physiological signals
during prolonged polysomnography in unrestrained, unanesthetized, chronically
instrumented animals. However, commercially availabie ASM failed to meet our
needs for a programmable, user-friendly and compact system allowing to assess
the effects of both SS and (exhaled) MS smoke in freely-moving, large developing
animals during several days. We therefore designed and built a new system under
close collaboration between the Departments of Physiology and Mechanical
Engineering of the Université de Sherbrooke. The aim of the present study was
thus to validate our custom-buiit system in newborn lambs exposed to cigarette

smoke for 15 days.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

Twelve mixed bred lambs (Dorset and Romanov species) were included in the
study. All lambs were born at term by spontaneous vaginal delivery in a local farm,
then transferred on the same day into our animal quarters. On their arrival, they
were immediately examined for clinical normality and received an IM injection of
0.75 mg selenium, 35 IU vitamine E, 1.25.10° IU vitamin A and 15.10° IU vitamin K.
Daily cigarette smoke exposure was performed from day one to day fifteen, for a
period of eight hours per day in a Plexiglas exposure chamber with a stainiess
steel floor covered by a soft absorbent mattress. Between exposure periods, lambs
were kept in pair in an animal pen with wood shedding and hay. Daylight cycle was
6:00 — 18:00, humidity 50% and ambient temperature 24-26°C, as recommended
by the Canadian Council on Animal Care. Lambs were bottle-fed with ewe milk
throughout their stay in our animal quarters, but were not given colostrum. The
study protocol was approved by the Animal Care and Use Committee of the

University of Sherbrooke.

Equipment

A full system including an automatic, programmable cigarette smoking machine
and a whole body exposure chamber was designed and built to expose freely
moving lambs to both MS and SS. In brief, cigarette smoke is produced by an ASM
set to mimic the action of a smoker. Both MS and SS smoke are circulated in a
whole body exposure chamber coupled with an in-line fan, which vents the smoky
air out of the chamber via a filtration unit and into the main air evacuation system of

the room.
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The automatic cigarette smoking machine

The apparatus is comprised of several components aliowing for the automatic
smoking of cigarettes, according to researcher-programmable parameters, and to

produce both mainstream and sidestream smoke (fig 1).

Figure 1: Technical schematics of the automatic smoking machine without tubing.
A : 1. cigarette magazine; 2. limit switch sensor; 3. 24-volt motor; 4. holding unit; 5.
limit switch sensor; 6. step by step motor; 7. cigarette; 8. car lighter; 9. ashtray; 10.
24-volt DC motor; 11. screw and sliding rods; 12. limit switch sensor; 13. 60 ml
plastic syringe. B :Extracting unit: a. limit switch sensor, b. 13 mm siot, c.
photomicrosensor, d. extracting rod.
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Extracting unit. The extracting unit consists of a cigarette magazine and an
extracting system. The cigarette drops down by gravity from the cigarette
magazine to a 13 mm slot where a photomicrosensor (EE-SPX303, Omron
Canada Inc., Toronto, ON, Canada) detects its presence. Thereafter, a 24V motor
(S1054B, Colman Motor Products, Des Plaines, IL, USA) activates an extracting
rod, which pushes the cigarette through the slot (from left to right, see fig 1) to the
holding unit. Two limit switch sensors (5A250V, Omron Electronics, Toronto, ON,
Canada) and a photomicrosensor (EE-SX872, Omron Electronics, Toronto, ON,

Canada) are responsible for the precise positioning of the extracting rod.

Holding unit and lighting unit. When the cigarette pushed by the extracting rod
reaches the lighter, a Mini-Beam sensor (SM312 FPH, Banner, Minneapolis, MN,
USA) confirms the presence of the cigarette and activates the holder closure on
the filter. Holder closure/opening is powered by a step by step motor (Z817G BKN-
10-6, Eastern Air Devices, Dover, NH, USA). The open state is assured by a limit
switch sensor (Omron Electronics, Toronto, ON, Canada), while the closed state is
assured by an inductive sensor (DC 3-/4-Wire M8, Balluff Canada Inc,
Mississauga, ON, Canada) and a step motor driver (2035, Applied Motion
Products, Watsonville, CA, USA). As soon as the cigarette is firmly in position, a
car lighter (212111, Casco Product Corporation, Bridgeport, CT, USA) is activated
by a photomicrosensor for two seconds. The cigarette lighter unit is PVC isolated
from the rest of the machine to prevent heat transfer and an electric transformer is

connected to the lighter cable to prevent electrical transfer.

Smoking unit. The smoking unit includes a 60 ml plastic syringe + tubing to collect
the mainstream and sidestream smoke from the burning cigarette as well as vent it
out to the exposure chamber. The unit is powered by a 24V DC motor (22VM51-
020-5,Honeywell POMS, Herndon, VA, USA) connected to the piston of the 60 ml
syringe via a screw and sliding rods. The syringe piston is pulled to aspirate the
cigarette smoke from the holder unit to the syringe through a rubber tube
(Fisherbrand diameter: 3/8"; wall thickness: 1/16", Pure Natural Rubber Tubing,

Fisher Scientific, Ottawa, Canada). The syringe piston is then pushed to vent the
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smoke out of the syringe to the exhaust hose of the smoking machine (tumble-
dryer vent hose) through a second similar rubber tube. Both tubes are connected
to the syringe using a Y connector. The inflow and outflow from the syringe is
assured by a pinch valve activated by a solenoid (HS2506, Kuhnke Automation
Inc., Wayne, N.J., USA). When the cigarette is detected as fully smoked (7 mm
before the filter) by a Mini-Beam sensor (SM312 FPH, Banner, Minneapolis, MN,
USA) or when the preset time limit (five minutes) is reached, the cigarette holder
opens and the extracting rod subsequently pushes the cigarette into the ashtray
below half-filled with water. The smoking machine is enclosed in an airtight box
made of stainless and Plexiglas. The exhaust hose is located on the superior
portion of the right side of the box and is connected to the exposure chamber. An
in-line fan, located on the other side of the exposure chamber, continuously vents
both the mainstream and sidestream smoke from the box into the exposure

chamber and then to the main air evacuation system of the room.

Control system. A Programmable Logic Controller (VersaMax Micro PLC,
GEFanuc, Charlottesville, VA, USA) ensures the overall control of the smoking
machine. The controller is connected to a graphical interface (Data panel 45,
GEFanuc, Charlottesville, VA, USA), which allows for easy control of a number of
parameters to reproduce various smoking habits and hence various smoke
exposures. The adjustable parameters include the number of cigarettes to be
smoked for a given exposure (1 to 40 cigarettes), the time interval between 2
cigarettes (1 to 60 minutes), the volume of each puff (1 to 60 ml) and the time
between 2 puffs (1 to 60 seconds). Duration of puffs is set at 2 seconds. Overall,
this user-friendly interface allows for a high versatility of the control system.

In our laboratory, the ASM is operated in a room fully equipped with continuous
monitoring and alarm system (temperature, humidity, pressure, ventilation system,
smoke detection). Hence, no monitoring and alarm system was included in the
ASM itself, apart for an emergency stop button to prevent hazards during

maintenance. The ASM is operated at daytime only, with at least hourly
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observation by a dedicated technician trained to check for good running of the

equipment.

The exposure chamber

The whole body exposure chamber is composed of 1 cm thick-Plexiglas.
Dimensions are 1.2 m (length) x 1.2 m (width) x 1 m (height) with a floor surface of
1.44 m? in accordance with Canadian Council on Animal Care standards for
housing either one pregnant ewe or two newborn lambs at the same time. The
chamber is airtight, easy to clean and simple to move using wheels. Air is vented
from the smoking machine into the chamber through a tumble-dryer vent hose
(diameter: 10.2 cm) using an in-line fan (PF100P Marbuco, Sherbrooke, Qc,
Canada). Air flows out of the chamber through an identical hose and an exhaust
filtration unit attached to the room ventilation system. The exhaust filtration unit is
comprised of a foam pre-filter for big particles, a charcoal filter and a HEPA filter.
The in-line fan is permanently set to provide the level of ventilation required by the
Canadian Council on Animal Care for one ewe or two lambs, i.e., 0.6-0.7 m*/min.
Calibration and setting of the fan can be modified using a Handheld Digital
Airflow/temperature Meter (HHFS2A, Omega Canada, Laval, QC, Canada),

ultimately allowing to adapt the chamber to different animal species.

Design of the validation study

For this study, the automatic smoking machine was preset at 2-second puff
duration, 35 mi puff volume (in accordance with ISO 3308 norms) and an interval of
30 seconds between 2 puffs. Measurements of carbon monoxide levels using the
Q-trak plus 8554 system (TSI Inc. Shoreview, MN, USA) and particulate matter
(including particulates < 10 ym and respirable particulates < 2.5 ym) using TSI
Dustrak 8520 (Ashtead Technology, Montreal, Canada) were performed in the
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exposure chamber in C10 and C20 conditions during a four-hour period to assess

basal characteristics of our exposure conditions in the absence of the lambs.

At their arrival in our animal quarters, all lambs underwent sterile surgery at day
one of life under local anesthesia (xylocain 2%) in order to introduce an arterial
catheter in the brachial artery to collect blood samples for measuring pH, arterial
PO, and PCO,;, HCOj; concentration and hemoglobin oxygen saturation. The
catheter was left in place for the entire duration of the study and flushed twice daily
with heparin solution. Daily exposure to cigarette smoke (Peter Jackson King size,
the most popular brand in Quebec at the time of the study) was performed from the
first to fifteenth day of life from 8:00 to 12:00 and from 12:30 to 16:30. At 12:00,
lambs were bottle-fed with ewe milk ad libitum and a urine sample was collected
for cotinine and creatinine measurement (24-hour U-Bag for newborn, Libertyville,
IL, USA). Before and after each daily exposure, lambs were also bottle-fed ad
libitum with ewe milk. Body temperature and weight were measured daily at the
beginning of the exposure and an arterial blood sample was collected at the
beginning and at the end of the exposure. Three groups of randomly selected
lambs were studied: four control lambs were housed in the exposure chamber
throughout the 15 day-period, but exposed to air only (C0); four other lambs were
exposed to ten cigarettes per day (C10); finally, four lambs were exposed to twenty
cigarettes per day (C20). Lambs were systematically exposed in pair in the
Plexiglas chamber, at a temperature of 24-26°C, according to guidelines from the
Canadian Council on Animal Care for newborn lambs. Well-being of the lambs was
ensured throughout the exposure period by hourly observation by the technician
specialized in animal care and assigned to good running checking of the ASM. No
recording was performed during exposure. Usual endpoints for lambs were

included in the protocol accepted by our Institutional Animal Care and Use

Committee.

At day twelve of life, aseptic surgery was performed under general anesthesia (1-
2% isoflurane; 30% NO;; 68% O,). Atropine sulphate (150 pg/kg IM) was given
preoperatively with ketamine (10 mg/kg). Antibiotics (5 mg/kg gentamicin and
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7,500 1U/kg Duplocillin) were administered intramuscularly before surgery and daily
thereafter until the end of the experiment. One dose of ketoprofen (3 mg/kg IM)
was systematically given immediately after induction of anesthesia for analgesia;
an identical dose of ketoprofen was repeated after surgery if needed. Two E2-12
platinum needle-electrodes (E2-12, Grass Instruments Company, Quincy, MA,
USA) were glued on ribs at the level of the proximal forelegs for recording
electrocardiogram (ECG). One E2-12 platinum needle-electrode was also inserted
under the scalp as a ground. Leads from these electrodes were subcutaneously
tunneled to exit on the back of the lamb. In addition, custom-made electrodes were
inserted into a glottal adductor for recording electromyographic activity and two
platinum needle-electrodes were inserted into the parietal cortex directly through
the skull for electrocorticogram (ECoG) recording, as part of another protocol
aimed at studying the effect of ETS on swallowing-breathing coordination. At the
end of the 15 day-exposure period, i.e., 3 days after surgery, a polysomnographic
recording was performed during 4 hours in freely-moving lambs while in the
Plexiglas chamber, but after completion of smoke exposure. Just before the
recording, two respiratory inductance plethysmography bands were placed on the
thorax and the abdomen and a nasal thermocouple glued on the lateral aspect of
the nostril for monitoring respiration. Heart and respiratory rates calculated from
those recordings (Acknowledge 3.7.3 software, Biopac, Santa Barbara, CA, USA)
were used in the present validation study. Following completion of the
polysomnographic recordings, lambs were euthanized with an intravenous
overdose of pentobarbital (90 mg/kg). The larynx and first 2 cm of the trachea were
collected and fixed in 10% formaldehyde for histological assessment of local

inflammation.

Data analysis

Weight and arterial blood gases were averaged daily for each group of lambs.
Arterial blood gases were corrected for lamb temperature (15). At day fifteen, heart

rate (HR) and respiratory rate (RR) were calculated for each stable 60-second
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epoch and averaged in each lamb over the entire recording. Urinary cotinine was
measured using an Elisa immunoassay kit (Bio-Quant COTININE Direct Elisa, San
Diego, CA, USA). Collected urine samples (3 ml) were stored at - 20 °C until
measurement. Cotinine dosage was preferred to nicotine because of its longer
half-life (15-20 h vs. 30 min-2 h respectively), its slow renal elimination and high
urinary concentration (6- to 25-fold nicotine concentration). Creatinine was
measured in the Department of Clinical Biochemistry at the Sherbrooke University
Hospital using a Vitros 950 chemistry system (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan,
NJ, USA). Cotinine/creatinine ratio was calculated at day fourteen and fifteen and
first averaged for each lamb and thereafter for each group. Collected laryngeal
tissues were grossly sectioned and placed in a cassette for dehydration and
fixation in paraffin. Paraffin blocs were cut in 3um slices using a microtome and
stained with eosin-hematoxylin. Inflammation was then graded for epithelial and

subepithelial changes at the level of the larynx and epiglottis (16).

RESULTS

Functioning of the automatic smoking machine

The automatic smoking machine met all our requirements for studying ETS
exposure (both sidestream and mainstream smoke) in freely-moving lambs for 15
days, while providing a versatile, user-friendly interface. Two resolvable problems
were encountered during the validation period. The first was related to sleep
disruption of the lambs by the too noisy ASM, which was solved by enclosing the
ASM in a stainless and Plexiglas box. The second problem was related to the
cigarette magazine; gravity was not always sufficient for the cigarette to drop down.
This was also rapidly solved by adding a small weight (copper “cigarette”) on top of

the cigarette stack.
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Behavior, weight gain and cardiorespiratory function

All lambs except one (diarrhea for 8 days) tolerated the 15 day-exposure to
cigarette smoke without any apparent problems. Indeed, no differences in sleep,
respiration and feeding were clinically apparent between controls and exposed
lambs. Figure 2 illustrates that mean weight at the onset of exposure and weight
gain (CO: 126 + 23 g.day™; C10: 157 + 49 g.day”; C20: 141 + 65 g.day') were
identical in the three groups. However, although not quantified, an increase in
spontaneous activity during wakefulness was noted in C10 and especially C20
lambs. Of note, lambs did not show any sign of distress while in the exposure

chamber.

Results on resting respiratory rate, calculated from polysomnographic recordings
performed at postnatal day 15, showed no differences between groups (CO: 41 +
10 min™"; C10: 38 + 9 min™; C20: 37 + 8 min™"), while C20 exposure seemed to
increase heart rate (CO: 178 + 26 min™; C10: 176 + 14 min™; C20: 191 + 15 min™).
Arterial blood gas values, obtained for control, C10 and C20 lambs, were
respectively PaO, = 85 + 5 mmHg, 88 + 6 mmHg, 92 + 11 mmHg; PaCO, =44 + 8
mmHg, 46 + 4 mmHg, 42 £ 2 mmHg; pH = 7.36 £ 0.05, 7.40 £ 0.04, 7.41 + 0.06
and [HCO3] = 23 £+ 2 mmol/L, 27 £+ 4 mmol/L, 25 + 2 mmol/L; hemoglobin
saturation in O, =95 +4%, 97 £ 1%, 97 £+ 1%.
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Figure 2: Mean weight throughout the fifteen days of exposure. White diamonds
are for control lambs (CO0), black squares for daily exposure to ten cigarettes (C10),
gray triangles for daily exposure to twenty cigarettes (C20).

Urine cotinine measurement

Mean values of urinary cotinine / creatinine ratio at day fourteen and fifteen were
11 + 7 ng.mg"' for CO lambs, as compared to much higher values obtained in both
the C10 group (961 + 539 ng.mg™') and C20 group (1821 + 312 ng.mg™).

Carbon monoxide and particulate matter measurement

Carbon monoxide was measured in the Plexiglas chamber in the absence of
lambs, while temperature was 20.9 £+ 0.1°C and relative humidity 43.2 + 1.1%.
Cigarette burning was consistently responsible for a peak in CO (from 9 to 10 ppm)
during 10-15 minutes, and CO value was zero between peaks. CO peaks were

twice as frequent in C20 lambs comparatively to C10 lambs, as shown in figure 3.
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Similar variations of particulate matter concentration were measured, with peaks
reaching 10-11 mg/m®. As expected, nearly all particulates had a mass median

aerodynamic diameter inferior to 2.5 um (figure 4).

Histological examination of larynx and epiglottis

No significant epithelial or subepithelial inflammation was observed in the larynx of
either C10 (mean score 1.8/15) or C20 (mean score 0.5/15) lambs using the
infammation scoring system of Koufman et al. 1991, when compared to controls

lambs (mean score 0/15).
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Figure 3. Carbon monoxide concentration in the ambient air during exposure to ten
cigarettes (C10) or twenty (C20) cigarettes daily.
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Figure 4. Time variation of particulate matter concentration in the Plexiglas
chamber during exposure to twenty cigarettes (C20) daily. A : particulates < 10 pm
: B: particulates < 2.5 ym. Results show intermittent exposure with particulate
concentration increasing transiently with each smoked cigarette. As expected,
median aerodynamic diameter is almost entirely in the “respirable” (< 2.5 um)
particulate range.
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DISCUSSION

In the present study, we were able to validate a new custom-built automatic
smoking machine primarily designed to be versatile, user friendly, and which can
be used and set to different conditions by non-specialized personnel to study the
effects of ETS surrogate in non-restrained, developing lambs. Whilst our
preliminary experience with the use of the machine allowed us to readily correct
the very few initial problems that arose, such as the noise associated with the
running of the machine and the malfunctioning of the cigarette magazine, overall,

our ASM has proven to be ideally suited to our needs.

Various smoking machines have been built for the tobacco industry throughout the
years, with the primary aim of assessing and modulating the levels of various
constituents in cigarette smoke. The first smoking machines were manually-
operated and able to burn only one cigarette at a time; in addition, only mainstream
smoke could be studied. Subsequent smoking machines (e.qg., Filtrona ASM) were
automatic, able to burn several cigarettes and a number of parameters could be
set. Currently available ASM for the tobacco industry, such as the Borgwaldt or
Cerulean ASM, can burn up to 20 cigarettes with 4 different smoking regimes (puff
duration and volume, time interval between 2 cigarettes) at the same time. The
exact concentration of several smoke constituents, including nicotine, carbon
monoxide and total/respirable suspended particulate matter can be automatically
analyzed in SS and/or MS. While some of those ASM have been used in animal
inhalation studies, they are primarily made for the tobacco industry, to provide
precise chemical analysis of MS and/or SS under standardized regimens (FTC/ISO

standards), which is mandatory in many countries (12).

Various systems have been used since the 1950s in nhumerous animal inhalation
studies to assess the effect of MS or ETS (see Coggins 2007 for review). Most

often, ETS surrogates used in previous studies were diluted and aged SS (17-19)
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or room-aged (20, 21) SS, with no exhaled MS, due to the technical difficuity to
produce the latter. However, chemical composition of MS and SS is known to be
different, especially due to the lower temperatures, which generate SS, as
compared to MS (11). We have taken a somewhat different approach. In our
system, the ETS surrogate, to which each lamb is exposed, is not simply the
smoke generated by the ASM (fresh SS and MS). It is rather a mixture of SS, MS
and exhaled MS (from the other lamb), which is diluted by the system ventilation
and somewhat aged in the exposure chamber. Also, continuous measurement of
CO (figure 3) and particulate matter concentration (figure 4) shows that exposure
level follows important variations with time. We believe that such an ETS surrogate
exposure is at least as relevant as continuous exposure to aged and diluted SS
alone with a fixed composition for our studies attempting to infer the effects of ETS
on infants. Indeed, infants are often nursed in the immediate vicinity of the smoker
(in their arms), hence the levels of SS and exhaled MS, to which they are exposed,
inevitably vary with time. Finally, it must be recognized that, while no ETS
surrogate perfectly reproduces real life ETS, composition of the latter is highly
variable with the cigarette brand, the smoker and from one moment to another
(12).

The user-friendly interface, which enables to change the programming of the
various parameters independently from one another, is a unique characteristic of
our ASM. In the present validation study, the ASM parameters (time interval
between 2 cigarettes, volume of each puff) were set in accordance with the ISO
3308 norms established in 1977, except for the time between two puffs, which has
since been shown to be, on average, 30 seconds instead of 60 seconds (22).
While our ASM is not currently designed to deliver exact levels of smoke
constituents, the latter can be easily modulated by varying the number or pattern
cigarettes are burnt, e.g., frequency, duration and/or volume of the puffs (see ISO
3308), and/or by modifying exposure chamber venting. In addition, rather than
burning several cigarettes at the same time, the exposure level can be increased
by decreasing the time duration between two cigarettes from one hour to one

minute. The level of exposure can then be readily assessed by measuring urinary
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cotinine, whose knowledge again may be more relevant to animal exposure studies
than that of constituent levels in smoke. Indeed, intermittent repeated exposure to
cigarette smoke constituents, such as gases or suspended particulates, may bear
different physiological effects than constant exposure to the same chemicals. An
important result in our validation study concerns urinary cotinine/creatinine
measurements in C10 and C20 lambs, which are in keeping with findings in infants
exposed to ETS (23-26).

Most studies on the effects of cigarette smoke in adult animals have been
performed in rodents (19). The few studies on the effects of cigarette smoke in
adult, non-rodent species were performed either acutely in anesthetized ewes
through a tracheal tube (27), or chronically in tracheotomized sheep (28, 29) and
dogs (19, 30), in intact dogs using a mask (31, 32) or in baboons taught to inhale
through the mouth (33). Studies in large newborn mammals were also initially
performed in lambs as a model of bronchitis, using a tracheostomy tube (29) or an
ASM custom-made from a Bird ventilator (29, 34). More recently, studies on the
cerebral effects of chronic cigarette smoke exposure (up to 13 months) were
performed in non-sedated newborn rhesus monkeys (14, 35). In these latter
studies, the Teague ASM originally built for rodent or cell exposure (17) was used
in association with a 3.5 m® exposure chamber similar to the Plexiglas chamber
used in the present study. Whole body exposure was preferred in the present
study, both for ethical considerations (no contention) and to better mimic real life

exposure in infants.

To the best of our knowledge, our ASM is the first specifically designed and
validated device for large newborn mammals. An advantage of our equipment,
both from a physiological and ethical standpoint, is the possibility to house two
newborn lambs at the same time in the exposure chamber. Moreover, dimensions
of our exposure chamber allow to house one ewe during gestation. Furthermore,
our chamber could readily accommodate various animal species such as piglets,

dogs, cats, monkeys or encaged rodents. Versatile programming of the various
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parameters of our ASM via the user-friendly interface allows for easy adaptation of
ETS surrogate to every experimental condition and animal, up to the size of an

adult sheep.

Although results from previous studies suggest that some brain effects can be
directly ascribed to nicotine exposure alone in the perinatal period (36), ETS
studies clearly remain important. Indeed, while we did not observe upper airway
inflammation, which may be a significant risk factor for SIDS or apparent life-
threatening events in infants via alteration of upper airway sensitivity (37),
comparing the effects of nicotine alone to the effects of ETS surrogate using our
ASM in the same study would allow recognizing the direct effect of nicotine more
readily. Of note, the increased activity observed in some lambs during ETS
surrogate exposure in the present study is remindful of the behavioural problems
reported in children following ETS exposure (38), such as attention-deficit

hyperactivity disorder (39).

The choice to perform our validation exposure using postnatal instead of prenatal
(or prenatal added to postnatal) exposure was not solely based on the cost or
easiness of caring for lambs, comparatively to a ewe. Previous studies on the
effects of cigarette smoke exposure on brain cell damage in monkeys suggest that
postnatal exposure has the same consequences as prenatal and prenatal added to
postnatal exposure, probably due to adaptive changes in defense mechanisms
(14). Accordingly, part of our forthcoming research program will focus on postnatal

exposure to cigarette smoke.

In conclusion, the automatic smoking machine designed herein is able to mimic
mainstream and side-stream cigarette smoke exposure of variable intensity.
Validation of the machine has shown that our initial aim to build a versatile, user-
friendly device for use in newborn lambs has been reached. Our newborn ovine

models will be used to better ascertain the effect of cigarette smoke exposure on
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laryngeal chemoreflexes, swallowing-breathing coordination, control of heart
rhythm variability, all of which are involved in apparent life-threatening events of
infancy and sudden infant death syndrome. In addition, our versatile equipment,
which can easily be built by other research teams using the information provided
herein, can be readily used in large as well as small animal species to assess the

biological effects of cigarette smoke exposure, especially in the perinatal period.
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Article 3:

EFFECTS OF ENVIRONMENTAL TOBACCO SMOKE ON NON-NUTRITIVE
SWALLOWING-RESPIRATION COORDINATION IN NEWBORN LAMBS

Duvareille C, St-Hilaire M, Samson N, Bakirtzian P, Brisebois S, Boheimier M, Djeddi D,
Doueik A, Praud J-P
Soumis dans Respiratory Physiology and Neurobiology

Résumé : En période néonatale, les problemes dimmaturité respiratoire et de déglutition
sont responsables de nombreuses hospitalisations et sont impliqués dans des pathologies
comme les malaises graves du nourrisson ou le syndrome de mort subite du nourrisson
(SMSN). Plus précisement, la coordination déglutition non nutritive DNN-respiration est
une fonction physiologique clef dans la prévention des apnées et des aspirations (Nishino et
al. 1985). Cependant, les études sur la coordination DNN-respiration restent rares. Depuis
la campagne qui vise & promouvoir le coucher en décubitus dorsal des bébés, la fumée
environnementale de cigarette est devenue le premier facteur de risque du SMSN qui peut
étre prévenu. L'objectif de cette étude est d'évaluer les effets de la fumée environnementale

de cigarette sur la coordination DNN-respiration.

Matérie] et Méthodes : 18 agneaux nouveau-nés ont été exposés a la fumée de dix (6
agneaux, groupe C10) ou 20 cigarettes (6 agneaux, groupe C20) 8 heures par jour durant 15
jours en utilisant la machine & fumer développée dans notre laboratoire. Six agneaux
contrbles supplémentaires ont été exposés a I’air (groupe C0). Au douziéme jour, chaque
agneau a été instrumenté de fagon chronique sous anesthésie générale pour I’enregistrement
par télémétrie d’un électrocardiogramme, des mouvements oculaires, d’un électro-
corticogramme, du flux nasal, de I’activité des muscles thyroaryténoidiens (constricteurs de
la glotte), des mouvements respiratoires thoraco-abdominaux (pléthysmographie
respiratoire d'inductance) et de la saturation transcutanée en O,. Des enregistrements
polysomnographiques ont été effectués chez les agneaux nouveau-nés sans sédation ni

contention ayant été exposés ou non a la fumée secondaire de cigarette.
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Résultats : I'exposition a la fumée secondaire ne modifie pas la fréquence des DNN (p=0.9)
mais semble légérement modifier la coordination DNN-respiration en sommeil calme.
Ainsi, en sommeil calme les DNN de type ii ont tendance a diminuer en faveur des DNN de
type ee. De plus, les DNN de type ii et ie prédominent alors que trés peu de DNN ei et ee
sont observées, quelle que soit l'intensité d'exposition des agneaux nouveau-nés a la fumée

secondaire.

Conclusion: L'exposition a la fumée secondaire ne semble pas avoir d'effet sur la fréquence
des DNN mais aurait tendance aperturber la coordination DNN-respiration chez 1’agneau

nouveau-né en sommeil calme.

Contributions :

Pour cet article, j’ai réalisé toutes les étapes menant a se rédaction allant de la mise au point
du plan expérimental & la rédaction de cet article, en passant par les expérimentations et

’analyse des résultats, le tout supervisé par mon directeur de recherche Dr Praud.

Comme pour les articles précédents, la contribution des étudiants du laboratoire a €té
indispensable pour l’instrumentation et I’enregistrement des agneaux (St-Hilaire M,
Samson N, Bakirtzian P, Brisebois S, Boheimier M, Djeddi D). Quant & Alexandre Doueik,
en temps que pathologiste, il nous a grandement aidé pour I’analyse histologique et

cytologique des échantillons de larynx et d’épiglotte.
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ABSTRACT

While prenatal environmental tobacco smoke (ETS) exposure is a well-known risk
factor for sudden infant death syndrome, the effect of postnatal ETS exposure is
less clear. The objective of our study was to investigate the effect of postnatal ETS
exposure on non-nutritive swallowing (NNS) and NNS-breathing coordination.
Twelve newborn lambs were exposed to either ten or twenty cigarettes per day for
15 days. Six controls were exposed to air. Lambs were instrumented for recording
states of alertness, swallowing, electrocardiogram and breathing; recordings were
performed in non-sedated lambs at the end of ETS exposure. Urinary
cotinine/creatinine ratio confirmed the real-life relevant exposure. Postnatal ETS
exposure had no effect on NNS frequency but tended to decrease inspiratory NNS
(p = 0.07) during quiet sleep. No effect on respiratory or heart rate (p > 0.6), apnea
index (p = 0.2) or sleep states (p = 0.3) was observed. In conclusion, postnatal

ETS exposure in lambs had only mild effects on NNS.

Keywords: cigarette smoke, polysomnography, apnea, sudden infant death

syndrome
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1. INTRODUCTION

The early postnatal period is crucial for the newborn, due to the immaturity of a
number of vital functions such as breathing and swallowing. Non-nutritive
swallowing (NNS) is essential for clearing upper airway secretions and
taryngopharyngeal refluxes, which are a frequent occurrence in newborns. In
addition, a perfect NNS-breathing coordination is crucial to prevent
cardiorespiratory events, due to laryngeal penetration and/or tracheal aspiration of
saliva or gastric refluxate (Thach and Menon, 19885). Alierations of the perinatal
maturation of NNS and NNS-breathing coordination may thus be invoived in
potentially dramatic pathologies, such as apneas of prematurity, apparent life-
threatening events and sudden infant death syndrome (SIDS). However, studies on
NNS and NNS-breathing coordination in the neonatal period are relatively rare
(Kelly et al., 2006, 2008; Nixon et al., 2008; Wilson et al., 1981).

Following the worldwide campaign to promote supine sleep in infants, perinatal
environmental tobacco smoke (ETS) appears as the main preventable risk factor
for sudden infant death syndrome (SIDS) (Adgent, 2006; Liebrechts-Akkerman et
al., 2011). Prenatal and postnatal ETS exposure would increase SIDS by 2 to 5
times (Anderson and Cook, 1997, Liebrechts-Akkerman et al., 2011), and one third
of SIDS victims could be prevented by avoidance of prenatal ETS (Mitchell and
Milerad, 2006). In addition, the observation that 75% of the 40% of women who
stop smoking before or during pregnancy relapse postpartum (Bottorff et al., 2000)
suggests it is important to investigate postnatal ETS exposure alone. The few
studies on the effects of tobacco smoke exposure on swallowing function have
been virtually restricted to chronic, adult smokers. Alterations of both swallowing
and major protective mechanisms against aspiration (the pharyngo-glottat closure
and upper esophageal sphincter closure reflexes) were observed in chronic
smokers (Dua et al., 1998, 2002). Of note, nicotine alone applied by patch failed to
reproduce these results (Dua et al., 2009), showing the importance to study the
effect of complete cigarette smoke. To our knowledge, the only assessment of the

effects of postnatal ETS exposure on NNS was performed by our group in lambs



118

and showed a reduction in NNS frequency immediately following laryngeal
stimulation by liquids (St-Hilaire et al., 2010). The effects of early postnatal ETS

exposure on NNS occurring spontaneously, out of the LCR, is totally unknown.

The main objective of the present study was to test the hypothesis that postnatal
ETS exposure in the first 15 days of life alters spontaneous NNS frequency and
NNS-breathing coordination.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

Eighteen mixed-bred lambs were involved in the study. All lambs were born at term
by spontaneous vaginal delivery at our local provider's farm and housed in our
animal quarters from day one of life until the end of the experiments. The study
protocol was approved by the Ethics Committee for Animal Care and

Experimentation of our institution.

2.2. Environmental tobacco smoke exposure

The lambs (6 per group) were exposed to secondary tobacco smoke and randomly
exposed to either fresh air (CO group) or 10 cigarettes/day (C10 group) or 20
cigarettes/day (C20 group) for the first 15 days of life. The 8-h daily exposure
consisted of two periods of 4h separated by a 30-min pause at noon for bottle-
feeding. Before and after exposure, the lambs were bottle-fed, the body
temperature and weight measured, and a blood sampie was collected for arterial
blood gas measurement. A urine sample was also collected for cotinine and
creatinine measurement on days 14 and 15 (U-Bag for newborn, Libertyville, IL,
USA).

An automatic, custom-made cigarette-smoking machine (Duvareille et al., 2010)
was used to expose the lambs to a mixture of mainstream, exhaled mainstream
and side stream smoke. The machine was preset at 2 s puff duration, 35 ml puff
volume, according to 1ISO 3308 norms, with a 30 s interval between 2 puffs. The
most popular cigarette brand in Quebec at the time of the study (Peter Jackson
King size) was used. Environmental tobacco smoke was delivered to a vented 1.2
X 1.2 m Plexiglas exposure chamber where non-restrained lambs were housed by
pair and stayed for the duration of the exposure (Duvareille et al., 2010). Following
the 15-day exposure, a 6-h polysomnographic recording was performed in each

lamb. Lambs were euthanized at the end of the recording.
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2.3. Surgical preparation

At day one of life, a catheter was placed under local anesthesia in the brachial
artery for arterial blood gas measurements. Aseptic surgery was performed at day
12 of life under general anesthesia, as previously described (St-Hilaire et al.,
2010). Briefly, chronic instrumentation included placement of bipolar electrodes
into the thyroarytenoid muscles (electromyographic TA activity; a glottal adductor)
for recording swallowing activity, into the parietal cortex for electrocorticogram
(ECog) recording and under the periosteum of the 5™ rib for electrocardiogram
(ECG) recording. Leads from all electrodes were subcutaneously tunneled to exit
on the back of the lamb. Correct electrode positioning was systematically verified

at autopsy.

2.4. Recording equipment

The above chronic instrumentation was completed immediately prior to the
polysomnographic recording performed on day 16 without sedation. Needle
electrodes were inserted subcutaneously near the right eye socket for
electrooculogram (EOG) recording. Respiratory inductance plethysmography was
used to monitor respiratory thoraco-abdominal movements. In order to obtain data
from prolonged recording (with periods of wakefulness and sleep) in freely-moving,
non-sedated lambs, we used our custom-made radiotelemetry system (Samson et
al., 2012). The telemetry transmitter was connected to the electrode leads and
housed in the lamb’s jacket. The raw EMG signals were rectified, integrated and
averaged (moving time average = 100 ms). Polysomnographic signals were
recorded on a PC, using the MP100A data acquisition system and Acgknowledge
software (version 3.7.3, Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA, USA).
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2.5. Data analysis

2.5.1. Baseline data and laryngeal inflammation

Weight and arterial blood gases were averaged daily for each group of lambs
throughout the study. Arterial blood gases were corrected for lamb temperature
(Andritsch et al., 1981). Urinary cotinine was measured using an ELISA
immunoassay kit (Bio-Quant COTININE Direct Elisa, San Diego, CA) and urinary
creatinine was assayed in the Department of Biochemistry, Sherbrooke University
Hospital, as previously described (Duvareille et al., 2010). Cotinine/creatinine ratio
was calculated on days 14 and 15. Finally, laryngeal inflammation was graded for

epithelial and subepithelial changes, as previously reported (Carreau et al., 2011).

2.5.2. States of alertness

Standard electrophysiological and behavioral criteria were used to define
wakefuiness (W), quiet sleep (QS), active sleep (AS) and arousals (Renolleau et
al., 1999). Percentage of time spent in each state of alertness was calculated, as

well as the arousal index (number by hour).

2.5.3. Cardiorespiratory parameters

Respiratory and heart rates were calculated for each state of alertness during 60
seconds of stable breathing and then averaged. Apneas were defined as two
“missed” breaths, compared to the two preceding respiratory cycles, and sighs
were defined as a twofold increase in amplitude of the respiratory inductance
plethysmography signal. Apnea and sigh indexes per hour were calculated in the

three states of alertness.
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2.5.4. Non-nutritive swallowing and non-nutritive breathing coordination

Non-nutritive swallowing activity was recognized by a brief, high amplitude TA
EMG burst with interruption of nasal airflow, as previously validated (Reix et al,,
2003). Total NNS frequency and percentage were calculated for QS, AS and
periods of quiet wakefulness. Non-nutritive swallows were then separated into
isolated NNS and NNS occurring in burst, defined as = 2 NNS within 4 seconds
(Duvareille et al., 2007). Then, using the sum signal of the respiratory inductance
plethysmography and nasal airflow traces, analysis of NNS-breathing coordination
was performed on all isolated swallows preceded and followed by at least two quiet
breathing cycles without NNS. In order to provide a complete assessment of the
effect of ETS on NNS breathing coordination, two different but complementary

analyses were performed.

2.5.6. Categorical assessment of NNS-breathing coordination

Isolated NNS were classified as e-type NNS (preceded by and followed by
expiration), ei-type NNS (at the transition from expiration to inspiration), ie-type
NNS (at the transition from inspiration to expiration) or i-type NNS (preceded by
and followed by inspiration) (Reix et al., 2003). NNS frequency per hour was then
calcutated for each type of NNS, in each state of alertness for each exposure
condition. Furthermore, the percentage of each NNS type was calculated for each

state of alertness and exposure condition.

2.5.7. NNS-breathing phase calculation

The goal of this analysis is to provide a quantitative assessment of the timing
(phase) of NNS within the breathing cycle, hence attempting to give a more
thorough analysis of the NNS-breathing coordination than the categorical
assessment. In the present study, the non-calibrated, sum signal provided by the

respiratory inductive plethysmography was used for all measurements. The
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analysis has been described in detail elsewhere (McFarland and Lund, 1993). The
duration from the beginning of the co-occurring breathing cycle to NNS onset is
first measured. Because swallowing can perturb the co-occurring cycle, this
duration measure is expressed as a percentage of the total duration of the
immediately preceding control breathing cycle. In this way, phase is normalized to
total control cycle duration. NNS-breathing phase value may range from 0% to
100%, with 0% being the beginning of inspiration of the control cycle and 100%
being the end of expiration of the control cycle. Swallows occurring during a
prolongation of the NNS co-occurring cycle that goes beyond control cycle

duration, including during an expiratory pause, are classified as 100% +.

2.6. Statistical analyses

All results were expressed as mean (SD) in each lamb and for each state of
alertness. Statistical analyses were performed on raw data for all variables.
Normality was tested using the Shapiro-Wilk test. The effect of ETS on baseline
values (weight gain, blood gases, cotinine/creatinine ratio) was assessed by the
Kruskal-Wallis test. All other variables were analyzed through either a general
linear model 2-way or 3-way ANOVA for repeated measures using Proc mixed of
the SAS software (version 9.1.3, Cary, NC) with group exposure, states of
alertness and NNS type as the independent variables. Differences were deemed
significant if p < 0.05. In addition, given the relatively small number of studied
lambs (related both to the complexity of the ovine model and ethical constraints), it
was decided to give full consideration to the presence of a significant trend, defined

asp <0.1.
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3. RESULTS

3.1. Baseline values and laryngeal inflammation

All lambs tolerated the 15 days ETS exposure without any problems. In particular,
no cough, nose secretion or fever was observed. Mean urinary cotinine/creatinine
ratio on days 14 and 15 were significantly higher in ETS exposed lambs, in relation
to the number of cigarettes smoked per day (p = 0.005, see table 1 for details).
Mean weight gain was identical in the three groups (p = 0.4, table 1). Results for
arterial biood gas values and hemoglobin saturation in O, are shown in table 1 and
reveal no significant differences for any variables between exposure groups.
Finally, no significant laryngeal epithelial or subepithelial inflammation was
observed in the exposure groups (C10: mean score = 1.8/15; C20: mean score =

0.5/15) compared to control lambs (mean score = 0/15).
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Table 1: Baseline data following a 15-days postnatal cigarette smoke
exposure.

co Cc10 C20 p values
Cotin_inglcreatir‘\?ne

Weight gain (g.day™) 134 (50) 161 (40) 128 (54) p=04
PaO, (mmHg) 89 (8) 92 (10) 94 (80) p=0.6
PaCO, (mmHg) 45 (5) 44 (4) 41 (10) p=05
pH 7.37 (0.05) 7.40 (0.04) 7.39 (0.07) p=04
HCO, (mmole.l™) 24 (2) 26 (3) 24 (2) p=04
Hemoglobin 96 (3) 97 (1) 97 (1) p=0.9

saturation in O, (%)

CO: control lambs exposed to air, n = 6; C10: lambs exposed to 10 cigarettes per
day, n= 6; C20: lambs exposed to 20 cigarettes per day, n = 6.

3.2. Sieep architecture

Sleep architecture is reported in table 2 for the 3 groups. Though not quantified, an
increase in spontaneous activity during wakefulness was noted in C10 and
especially C20 lambs. Overall, ETS had no significant influence on the % time

spent in W, QS and AS, arousal index and mean sleep state duration.
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Table 2: Sleep architecture following a 15-days postnatal exposure to
environmental tobacco smoke

Cco c10 Cc20 p values
Total recording duration (Hr) 3.8 (0.2) 3.9(0.4) 4.0(0.3) p=03
% time W 51 (10) 52 (8) 47 (12)
% time QS 42 (10) 40 (8) 45 (11)
% time AS 7 (3) 8 (4) 8 (3)
Arousal index (h™) p=0.9
Qs 24 (4) 24 (5) 24 (8)
AS 50 (16) 41 (20) 35 (7)
Mean epoch duration (s) p=03
W 169 (43) 179 (62) 147 (37)
QS 154 (29) 157 (31) 166 (57)
AS 78 (24) 105 (41) 108 (22)

W: wakefulness; QS: quiet sleep; AS: active sieep. %time W, QS, AS: percentage
of recording time spent in wakefulness, quiet and active sleep.

3.3. Cardiorespiratory variables

Data for cardiorespiratory variables are reported in Table 3. Whatever the state of

alertness, ETS had no influence on respiratory and heart rates, as well as sigh

index or apnea index and duration. Most apneas were post-sigh apneas.



127

Table 3: Cardiorespiratory data in lambs after postnatal exposure to
environmental tobacco smoke for 15 days

co C10 C20 p values
RR: Resp. Rate (min™)
W 40 (8) 45 (13) 41 (7)
Qs 37 (8) 40 (11) 34 (7) p=06
AS  42(13) 44 (12) 38 (6)
HR: Heart Rate (min™')
W 184(35) 190 (16) 191 (19)
QS  183(34) 192(19) 195 (19) p=0.7
AS  169(34) 174 (19) 184 (26)
Apnea index (h™)
w 8 (4) 10 (3) 11(4)
Qs 2 (1) 3(2) 2(2) p=0.2
AS 6 (5) 10 (13) 6 (4)
Apnea duration (s)
W 7530 79(1.5 84(12)
QS 86(33 80(26) 9.7(1.6) p=0.2
AS 62(28) 45(09) 7.4(24)
Sigh index (h™)
W 43(22) 28 (19)  33(20)
Qs 5(2) 6 (2) 4 (3) p=05
AS  21(18) 6 (5) 13 (13)
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3.4. Non-nutritive swallowing activity

NNS frequency data are reported in figure 1. Regardiess of the exposure, NNS
frequencies (isolated and burst) were greater in AS than W and QS. In addition,
whatever the state of alertness, ETS had no effect on the frequency of total (p =
0.9) and isolated (p = 0.9) NNS, as well as NNS bursts (p = 0.6).

3.5. NNS-breathing coordination

Results on NNS breathing coordination are reported in figure 2. Whatever the
exposure, the same overall pattern of NNS-breathing coordination was observed,
with ii > ie > ei > ee-NNS types. However, in QS i-type NNS tended to decrease in
C20 lambs compared to control (p = 0.07), whereas ee and ei-type NNS were
increased in C20 lambs when compared respectively to control (p = 0.07) and C10
lambs (p = 0.02). Furthermore, a decrease in ee-type NNS in AS was noted
between C10 and CO tambs (p = 0.06). Finally, no differences were noted between
exposure groups using the NNS-breathing phase calculation analysis (C0: 49% vs.
C20: 52% p = 0.9).

Of note, identical overall statistical results were observed when C10 and C20 were

pooled as the exposed group compared to the unexposed, control group.
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Figure 1: Effect of cigarette smoke exposure on the frequency of total non-nutritive
swallowing (NNS), isolated NNS and NNS bursts in control lambs (CO, exposure to
air), lambs exposed to 10 cigarettes (C10) or 20 cigarettes (C20) per day (n = 6 for
each group) in each state of alertness. W, wakefulness; QS, quiet sleep; AS, active
sleep. There were no statistically significant differences between groups or states

of alertness.
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Figure 2: Effects of cigarette smoke exposure on NNS-breathing coordination in
each state of alertness in C0, C10 and C20 groups (n = 6 for each group). iINNS,
NNS beginning and ending in inspiration; eNNS, NNS beginning and ending in
expiration; ieNNS, NNS beginning in inspiration and ending in expiration; eiNNS,
NNS beginning in expiration and ending in inspiration. Results are expressed in
percentage of the total number of NNS. *: significant difference vs. CO; B:
significant difference C10 vs. C20. Underlined symbols indicate p < 0.05, normal
font symbols indicate p < 0.1.The same pattern of NNS-breathing coordination was
observed between groups exposed to cigarette smoke or not, with i > ie > ei >
eNNS types.
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4. DISCUSSION

Results from the present study show for the first time that postnatal ETS exposure
for the first 15 days of life does not have any significant effects on baseline heart
and respiratory rates, sleep architecture and non-nutritive swallowing frequency in
newborn lambs. However, in support of our hypothesis, NNS-breathing

coordination tends to be altered.

The effects of tobacco exposure on neonatal cardiorespiratory function have been
previously assessed in a number of animal studies, including in newborn rats and
lambs (Bamford et al, 1996; Hafstrom et al., 2002). While alterations in
cardiorespiratory function and sleep have been reported, most studies used very
high levels of nicotine exposure (> 1 mg/kg/day), which is likely irrelevant to the
human newborn exposure (Hussein et al., 2006). In addition, animal studies were
mostly focused on the effects of nicotine alone, though cigarette smoke contains
around 4000 different chemical products, from which more than 100 are toxic and
harmful for human health. In the present study, our custom-built smoking machine
(Duvareille et al., 2010) was used to mimic postnatal ETS exposure and ensure a
urinary cotinine level at the upper limit of the range measured in newborn infants
exposed to ETS at home (Blackburn et al., 2005; Joseph et al., 2007), thus

ensuring real-life relevance of our results.

4.1. Baseline values and laryngeal inflammation

The normal weight gain observed throughout the 15 days ETS exposure in the
present study confirms similar observations in a previous study by our group (St-
Hilaire et al., 2010). Of note, longer ETS exposure (32 weeks) has been reported
to reduce weight gain in mice (Talukder et al., 2011).

In the present study, a 15 days postnatal ETS exposure did not induce any
observable laryngeal inflammation histologically. This is in agreement with a
previous study in mice showing no increase in neutrophil accumulation and pro-

inflammatory chemokine levels in the nasal turbinate tissue following a 24 weeks
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ETS exposure (Huvenne et al., 2010). In contrast, several previous studies have
reported that both ETS and active smoking (periods of 20 minutes to 24 weeks)
induced laryngeal and supraglottic mucosa inflammation in adult human and mice
(Ben Gamra at al., 2007, Huvenne et al., 2010). The reason for the discrepant

results from one study to another is unknown.

4.2. Sleep architecture and arousal

in the present study, no effect of ETS was observed on sleep architecture. Sleep
disturbances, including insufficient sleep, have been reported in active, chronic
adult smokers (Davila et al.,, 2010). In human infants, while prenatal exposure to
tobacco smoke did not modify sleep architecture (Dahlstrom et al., 2008; Horne et
al., 2004), a decrease in both spontaneous arousals and arousal responses to
obstructive apneas, hypoxia and trigeminal or auditory stimulation has been
reported (Horne et al., 2004; Richardson et al., 2009; Tirosh and Libon, 1996). In
addition, studies in lambs have shown that prenatal plus postnatal nicotine
exposure blunts the arousal response to hypoxia (Hafstrom et al., 2000, 2002),
while a 15 days postnatal ETS exposure blunts the arousal response observed
during laryngeal chemoreflexes (St Hilaire et al., 2010). Overall, available results
suggest that while perinatal ETS exposure does not alter the overall sleep
architecture, prenatal and/or postnatal ETS exposure can blunt the arousal

responses to various stimuli.

4.3. Cardiorespiratory effects

In agreement with the present observations, previous reports have shown that HR
is not affected by perinatal ETS exposure, including prenatal + postnatal nicotine
exposure in mice (Bamford et al., 1996; Schuen et al., 1997), prenatal ETS
exposure in human infants (Tirosh et al., 1996; Viskari-Lahdeoja et al., 2008) and
postnatal nicotine exposure in lambs (Hafstrom et al., 2000).

Prenatal exposure to nicotine in animals (lambs or rats) and ETS exposure in
humans led to variable (no change or increase) effects on RR (Bamford et al.,
1996: Hafstrom et al., 2002; Huang et al., 2004; Schuen et al.,1997; Stéphan-
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Blanchard et al., 2010), maybe as a reflection of the variably blunted prenatal lung
development (Maritz and Harding, 2011). No effects on RR were observed after
postnatal nicotine exposure in lambs (Hafstrom et al., 2000), in agreement with our
findings in the present study.

The absence of effect of 15 days postnatal ETS exposure on arterial blood gases
and acid-base balance is in agreement with previous results obtained after prenatal
plus postnatal nicotine exposure in lambs (Hafstrém et al., 2000, 2002), as well as
after prenatal ETS exposure in term and preterm human infants for hemoglobin
oxygen saturation (Stéphan-Blanchard et al., 2010, Tirosh et al., 1996).

Human studies on the effect of prenatal ETS exposure on apneas have yielded
contradictory results, including no effect in term and preterm infants (Stéphan-
Blanchard et al., 2010; Tirosh et al., 1996) or an increase in frequency and duration
of obstructive (Balaguer et al., 2009) or central (Toubas et al., 1986) apneas. Our
present observations show for the first time an absence of effect of postnatal ETS
exposure on spontaneous apneas.

Of note, we have previously reported that 15 days postnatal ETS exposure
enhances the cardiorespiratory inhibition observed as part of the laryngeal
chemoreflexes in lambs (St-Hilaire et al., 2010), providing evidence of a deleterious
cardiorespiratory effect of postnatal ETS exposure in lambs, which does not
manifest in baseline conditions but appears when the autonomic system of the

lambs is challenged.

4.4 Non-nutritive swallowing frequency

As reminded in the Introduction section, the reason to target NNS and NNS-
breathing coordination in the present study was related to the crucial importance of
this function to prevent lung aspiration of liquids secreted by the upper airways as
well as part of the pharyngo-laryngeal refluxes, which are particularly frequent in
the postnatal period. It has been previously proposed that anomalies of NNS may
be involved in conditions such as apneas of prematurity, apparent life-threatening
events of infants and sudden infant death syndrome (Praud, 2010). In this respect,

the blunting effect of active smoking on various pharyngeal and laryngeal reflexes
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in adult humans, including swallowing, provided further support for the hypothesis
tested in the present study (Dua et al., 1998, 2009, 2011). In addition, previous
data suggest that active cigarette smoking enhances gastro-esophageal reflux by
altering closure of the upper (Dua et al., 1998) and lower (Kahrilas and Gupta,
1990) esophageal sphincter, together with inducing a delay in gastric emptying
(Miller et al., 1989). The present observation that NNS frequency is unaltered by a
15 days postnatal ETS exposure in newborn lambs is similar to results on NNS
frequency in active smokers at rest (Dua et al., 1998) and suggests that early
postnatal ETS exposure should not increase the risk of saliva aspiration. However,
our previous results showing a decreased number of NNS elicited during laryngeal
chemoreflexes (St-Hilaire et al., 2010) suggest that NNS alterations by early
postnatal ETS exposure might predispose to lung aspiration during acute
challenges such as pharyngolaryngeal reflux. In this respect, it would be of interest
to study the effects of postnatal ETS exposure on nutritive swallowing, which

constitutes another challenge for swallowing function (Bernier et al., 2012).

4.5. Non-nutritive swallowing-breathing coordination

Non-nutritive swallowing and breathing share common upper airways structures
and their central pattern generator are located in the same nuclei in the brainstem
(Jean, 2001). Conceivably, any condition, which can alter the upper airways or the
respiratory or swallowing centers, may influence NNS frequency and the precise
NNS-breathing coordination. We have previously shown that NNS beginning in
inspiration are predominant over NNS beginning in expiration in lambs (Reix et al.,
2003). In addition, we have reported that NNS-breathing coordination in lambs is
unaltered by various neonatal conditions such as nasal application of continuous or
intermittent positive airway pressure (Samson et al., 2005), hypoxia (Duvareille et
al., 2007), preterm birth (Reix et al., 2004), reflux laryngitis (Brisebois et al., 2010),
suggesting that NNS-breathing coordination is set well before birth, in line with its
importance for preventing both lung aspiration and respiratory inhibition. Until now,

hypercapnia in newborn lambs (Duvareille et al, 2007) and volition in adult
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humans (Kelly et al., 2007) are the only conditions known to alter NNS-breathing
coordination. The present observation adds postnatal ETS, which tends to alter
NNS-breathing coordination, especially by increasing expiratory NNS to the
expense of inspiratory NNS in the C20 lambs compared to control lambs. However,
the potential physiological and/or clinical importance of this alteration is unknown.
Similarly, it is also unknown whether prenatal tobacco exposure might lead to even

more deleterious effects on NNS-breathing coordination.

The absence of any laryngeal inflammation in lambs suggests that the potential
mechanism responsible for altering NNS-breathing coordination is of central origin.
Previous studies have reported that perinatal ETS exposure leads to anomalies of
neuronal network development in regions of the brainstem involved in respiratory
and swallowing control. Examples include anomalies of nicotinergic, GABAergic
and serotonergic receptors (Duncan et al., 2009) and microglial inflammation by
NNK[4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanone] leading to neuronal destruction
(Gosh et al., 2009).

5. CONCLUSION

In conclusion, postnatal ETS exposition in newborn lambs did not affect sleep,
respiration, cardiac activity and NNS frequency, but tended to alter NNS-breathing
coordination during QS. Though the potential consequences of this alteration are
unknown, it adds to our previous observation of a decreased swallowing activity
during laryngeal chemoreflexes and supports an effect of postnatal ETS exposure

on swallowing function.
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Chapitre 1 : Préambule a la discussion

La compréhension de la coordination déglutition-respiration a fait I’objet de nombreuses
études durant les quarante derniéres années, surtout pour les déglutitions nutritives (Miller,
2004), et dans une moindre mesure pour les déglutitions non-nutritives. Pour ces derniéres,
le but premier a bien slir été de caractériser cette coordination chez 1’étre humain adulte
(Nishino et al. 1985 ; Smith et al. 1989 ; Martin et al. 1994 ; Palmer et Hiiemae, 2003) ou
nouveau-né (Nixon et al. 2008 ; Kelly et al. 2006), ainsi que dans différents modéles
animaux expérimentaux tels que la chévre (Feroah et al. 2002), la brebis (Roberge et al.
2007) et ’agneau né a terme (Reix et al. 2003) ou prématurément (Reix et al. 2004). Dans
un deuxiéme temps, les différentes équipes de recherches impliquées dans le domaine ont
tenté de déterminer si cette coordination était trés robuste ou influengable par différents
stress. L’hypothése principale est qu’une condition donnée physiologique et/ou
pathologique est capable de Iperturber la coordination DNN-respiration et favoriser les

apnées (centrales et périphériques) et/ou les aspirations pulmonaires.

Ce projet de doctorat s’intégre donc directement dans la mise a 1’épreuve de cette
coordination déglutition-respiration par des stress respiratoires couramment rencontrés en
période néonatale comme |’hypoxie, I’hypercapnie et ’exposition a la fumée de cigarette

(FEC).

La discussion sera divisée en plusieurs parties :

- La premiére portera sur le choix du modéle animal ovin et sur les modeles
expérimentaux eux-mémes.

- La seconde discutera de I’influence de I’hypoxie/hypercapnie et de I'FEC
sur la fréquence des DNN et sur la coordination DNN-respiration.

- La troisiéme discutera de la robustesse de la coordination DNN-respiration.

- La quatriéme s’attardera sur I’importance des stades de conscience dans ces

études en période néonatale.
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- La cinquiéme partie mettra en perspective cette thése en proposant d’autres
projets et/ou idées pour poursuivre dans le domaine de la coordination déglutition-
respiration en période néonatale.

- La sixiéme partie constituera la conclusion de cette these.
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Chapitre 2 : Choix du modéle animal ovin et mise en place de deux
modéles expérimentaux  pour I’étude de  DPexposition a

I’hypoxie/hypercapnie et a la fumée de cigarette.

1. Choix du modéle animal ovin :

En parcourant les nombreux congrés internationaux et méme a 1’échelle nationale et
provinciale sur le contrdle respiratoire, une question est toujours revenue tant pour moi que
pour mes collégues de laboratoire a la maitrise, au doctorat ou méme stagiaires. Pourquoi
avoir travaillé avec des agneaux nouveau-nés comme modéle animal et ne pas avoir utilisé
des rats comme dans la majorité des laboratoires? Deux explications peuvent étre avancées
pour répondre a cette question. L’une est d’ordre physiologique et ’autre d’ordre

expérimentale.

Mais avant de commencer a répondre correctement & cette question il est toujours
nécessaire et important de rappeler que toutes les études composant cette thése ont été
approuvées par le comité d’éthique de I’université de Sherbrooke, en accord avec le conseil

canadien de protection des animaux (CCPA).

La premiere réponse d’ordre physiologique réside dans la maturation du systéme
cardiorespiratoire chez 1’agneau incluant le syst¢éme de contréle. L’intérét du modele ovin
réside dans la dynamique de cette maturation pré- et postnatale qui se rapproche plus de
I’humain que des rongeurs (rat notamment) ; chez ces derniers, le systtme de controle
cardiorespiratoire est plus proche de celui d’un nouveau-né prématuré. Le modele ovin est
le modéle animal le plus étudié en période fcetale (Kianicka et al. 1998 ; Bratu et al. 2004 ;
Saada et al. 2010 ; Stathopoulos et al. 2010) et un des plus étudiés sur le plan
cardiorespiratoire en période périnatale (pré et post). Ainsi, ’agneau reste a ce jour le
modéle de référence pour I’étude de la physiologie cardiorespiratoire néonatale sans
sédation sur animal entier et un modé¢le expérimental unique pour étudier les apnées du
prématuré et les chémoreflexes laryngés. Il permet ainsi I’étude de I’ontogénése du contrble

respiratoire de la période foetale a postnatale.
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Cependant, le modele murin largement développé reste le modéle de référence (goid
standard) pour I’étude et la compréhension des centres respiratoires. En effets, les
préparations in-vitro néonatales de tronc cérébral ont permis de cartographier les centres
respiratoires dans le tronc cérébral de rat et de comprendre la rythmogénése de la
respiration. De plus, I’avénement de la microdialyse et des souris transgéniques a permis
d’identifier les principaux neurotransmetteurs et neuromodulateurs centraux impliqués dans
le contréle respiratoire. Mais la maturation de la fonction cardiorespiratoire chez le modéle
murin est dite « extrémement rapide ». Ainsi, la premiére journée de vie correspond a un
équivalent de trente semaines de maturation chez I’humain nouveau-né (Kingman, 2003),
faisant que ce modele reste plus adapté pour observer les conséquences d’une perturbation
périnatale sur la fonction étudiée a ’dge adulte (Kinkead et al. 2009 ; Bairam et al. 2009 ;
Dumont et Kinkead, 2010 ; Montandon et al. 2010).

La deuxiéme réponse d’ordre expérimental est liée au fait qu’en terme de recherche
animale, le but ultime est de se rapprocher le plus possible de la physiologie dite "normale".
Comprendre comment fonctionne une fonction physiologique comme la respiration par
exemple se fait dans l’idéal chez un animal non stressé en condition de repos, non
contentionné et si cela est aussi possible sans aucune sédation. L’utilisation de I’ovin dans
notre laboratoire répond parfaitement a ces trois objectifs. De par sa taille, I’agneau nous
permet d’installer sous anesthésie générale différentes électrodes, de fagon a pouvoir
étudier quelques jours plus tard la respiration et la déglutition par télémétrie chez un agneau
sans sédation ni contention (technique mise en place et développée dans notre laboratoire :
voir partie suivante). En effet, I’agneau, méme prématuré, est un animal robuste capable de
trés bien supporter le stress d’une chirurgie complexe et invasive dans les régions laryngée,
diaphragmatique et cérébrale sous anesthésie générale, avec une récupération étonnamment
rapide. De plus, la capacité de 1’agneau en bas 4ge & se lier émotionnellement aux
expérimentateurs qui le nourrissent plusieurs fois par jour au biberon diminue grandement
le stress auquel il est soumis dans les premiers jours de vie lors de la séparation maternelle.
Ainsi, I’agneau est un animal plus doux, plus compliant lors des expérimentations que par

exemple le cochonnet. Ce dernier, qui a aussi €té utilisé a I’occasion comme modéle
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d’étude de la prématurité¢ (Rasch et al. 2010) reste un mode¢le trés difficile sur le plan
expérimental si non anesthésié (crie et s’agite plus facilement) et sa physiologie reste

encore a ce jour moins bien connue que celle de I’agneau.

I1. Mise en place des modéles expérimentaux :
1) La télémétrie :

Depuis les balbutiements de la recherche, I’enregistrement de parameétres physiologiques
chez I’animal n’a pu s’affranchir de systémes dits avec fils contraignant non seulement sur
le plan physiologique mais aussi sur le plan éthique. En effet, nombre de recherches se sont
faites sur des animaux anesthésiés ou alors restreints dans leurs mouvements, apportant un
facteur externe de stress a ’étude de ces fonctions physiologiques mais aussi rendant trés
difficile la compréhension de la physiologie durant le sommeil qui s’en trouve perturbée

(biais expérimental).

Depuis une vingtaine d’années, notre laboratoire a progressivement mis en place un
systéme sans fil qui permet I’enregistrement polysomnographique des agneaux pour 1’étude
de la respiration durant le sommeil (Létourneau et al. 1999 ; Létourneau et Praud, 2003).
L’équipement utilisé pour les études de cette thése se compose d’un émetteur a § canaux
qui communique par ondes radio FM avec un récepteur connecté & un ordinateur qui
enregistre en temps réel les signaux physiologiques étudiés. Ainsi on peut brancher 4 EMG,

1 ECoG, 1 EOG, 1 ECG et un flux nasal en méme temps sur 1’émetteur.
Dans les études présentées dans cette thése, les canaux servent a :

- EMG (Electromyogramme) : pour enregistrer lactivité musculaire des
muscles laryngés (tels les 2 muscles thyroaryténoidiens), du diaphragme et/ou de

I’cesophage au besoin.
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- EOG (Electro-oculogramme) : pour [’enregistrement des mouvements
oculaires trés important pour la détermination des stades de conscience (sommeil REM =
« rapid eye movements »).

- ECoG (Electro-corticogramme) : pour [’enregistrement de I’activité du
cortex cérébral essentielle dans la détermination des stades de conscience.

- ECG (Electrocardiogramme) : pour enregistrer [’activité électrique du
ceeur.

- Flux nasal : pour enregistrer le cycle respiratoire et détecter les apnées.

Avec les années, un autre systtme de radiotélémétrie a été mis au point et nous permet
maintenant d’enregistrer la saturation en oxygéne dans le sang artériel (Reix et al. 2005).
Actuellement, le développement de la radiotélémétrie se poursuit dans le laboratoire, et les
derniers prototypes utilis€s chez I’agneau ont la possibilité de transmettre 12 signaux a
fréquence rapide (EMG, EEG, EOG, ECG) et 8 signaux a fréquence plus lente (flux nasal,
pression sanguine ou aérienne, mouvements respiratoire du thorax et de 1’abdomen). De
plus, un enregistrement vidéo est systématiquement ajouté, le tout étant acquis par le
logiciel Aqcknowledge (Biopac Systems). Si le développement d’algorithmes "maison"
pour [’analyse semi-automatique voire automatique des signaux est en train de se
développer actuellement, ils n’étaient pas disponibles pour les études composant cette these
et toutes les analyses ont été faites manuellement. Actuellement, d’autres systémes
implantables plus récents mesurent a peu preés les mémes paramétres combinés aussi a la
mesure de la pression artérielle par télémétrie sur des animaux plus petits comme des
souris, des rats ou autres rongeurs (Kramer et al. 2001 ; Kramet et Kinter, 2003).
L’expertise de la télémétrie s’est méme étendue a 1’étude de certains poissons
(Snelderwaard et al. 2006). Cependant, le systéme de notre laboratoire est dans la littérature
celui qui est capable d’étudier simultanément le plus grand nombre de signaux

physiologiques en méme temps (Samson et al. 2011).
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2) Projet hypoxie/hypercapnie :

L’étude de différents stress néonataux sur des fonctions physiologiques telles que la
déglutition, la respiration et la variabilit¢ du rythme cardiaque ont nécessité la mise en
place de techniques expérimentales jusqu’alors jamais utilisées au laboratoire. La revue de
la littérature sur l’exposition des ovins a I’hypoxie et/ou [’hypercapnie révéle des
techniques incluant [’utilisation d’un cathéter trachéal chez la brebis (Pulgar et al. 2007 ;
Pulgar et al. 2009 ; Kim et al. 2005) ou la compression de 1’artere pulmonaire grice a un
ballon vasculaire (Dalinghaus et al. 1995). Plus simplement, certains groupes ont déplacé
les brebis en altitude (Buchholz et Duckles 2001 ; Herrera et al. 2007). Cependant ces
techniques sont soient inaccessibles (hébergement et expérimentation en haute altitude),
soit contraignantes pour les animaux qui doivent alors étre anesthésiés ou contentionnés.
Ainsi, en plus de la radiotélémétrie discutée plus haut, notre technique d’exposition des
ovins sans sédation ni contention a des mélanges gazeux hypoxique et hypercapnique
s’inspire directement de nombreuses études antérieures faites notamment chez le rat, le
cochonnet, I’humain et méme la brebis. Cette technique utilisée par certains groupes de
recherche consiste dans la ventilation d’un espace clos et étanche avec un mélange gazeux
prédéterminé semblable a ce que ’on peut voir en technique de pléthysmographie
(Pequignot et Hellstrom, 1983 ; Coates et al. 1984 ; Mortola et al. 1986 ; Hislop et al.
1997 ; Wang et al. 2007). Cependant, soumettre des ovins a un mélange gazeux
prédéterminé a nécessité quelques adaptations. Deux problémes se sont alors présentés a

nous :

- Le premier probléme résidait dans la taille des agneaux nouveau-nés et des normes
de surface au sol imposées par le CCPA a savoir environ 0,6 m? par animal. Pour pallier a
ce probléme, la construction d’un caisson d’exposition étanche en plexiglas a été nécessaire
grice 4 la collaboration étroite de la faculté de génie de ’université de Sherbrooke a ce
projet (Pr Philippe Micheau). Ce caisson d’une taille d’environ 1 m® (1x1x1m) comprend

plusieurs caractéristiques indispensables a ce projet :

1. Une porte latérale pour entrer et sortir I’agneau et permettre un entretien facile de

la chambre d’exposition.
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2. Des entrées de gaz adaptables pour la majorité des tubulures médicales a gaz et
une sortie de gaz (ouverture fonctionnant sur le principe de pression positive induite par
I’entrée de mélange gazeux) situées dans la partie supérieure du caisson. La ventilation du
caisson a en tout temps respecté les normes du CCPA. 1l en a été de méme pour les valeurs

de température et d’humidité.

3. Deux orifices de 20 cm de diameétre sur les parois latérales sur lesquels sont
adaptés des gants en caoutchouc pour manipuler les animaux et/ou prélever des échantillons
sanguins ou autres pendant 1’exposition sans modifier la composition du mélange gazeux a

I’intérieur du caisson.

4. Un sol en acier inoxydable avec un drain de grande taille pour faciliter le lavage a

grande eau et permettre la désinfection.

- Le deuxiéme probléme résidait dans la formulation de mélanges gazeux stables
pour une exposition aigué¢ des animaux sur une période de 4 & 6 heures. L’option de
mélanger 1’air médical (21% O,) avec de 1’azote pour obtenir un mélange hypoxique
(10%) isocapnique et d’ajouter & [’air médical du CO; pour un mélange hypercapnique
(5%) normoxique a été choisie. Le maintien de telles concentrations est possible par
’analyse en temps réel des gaz présents dans le caisson par un analyseur de concentration
d’0, et de CO, (Capnomac II, Datex-Ohmeda, Mississauga, ON, Canada).
L’échantillonnage des gaz se fait bien siir & hauteur du museau de 1’agneau soit environ 30

4 40 cm du sol.

3) Projet exposition a la fumée de cigarette :

Une tiche importante de la mise en place de ce projet de doctorat résidait dans la
construction et la validation d’un systéme d’exposition & la FEC capable de reproduire
autant que possible la fumée environnementale de cigarette a laquelle un nouveau-né
humain pourrait étre soumis. Le défi de mettre au point une "machine a fumer
automatique (ASM)" a été relevé avec succes grace a notre collaboration avec 1’équipe du

Pr Philippe Micheau de la faculté de génie mécanique de I'université de Sherbrooke.
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L’ ASM se place parmi les machines les plus simples d’utilisation et les plus complétes dans
le domaine de la recherche en général et plus particulierement dans le domaine de la
recherche animale (Duvareille et al. 2010). Ainsi, elle fait directement concurrence aux
machines de ’industrie du tabac certes trés performantes mais difficiles d’utilisation et ne
favorisant qu’une partiec de la fumée secondaire correspondant & de la fumée dite
"sidestream" Agée et diluée. En effet, la fumée environnementale se compose de plusieurs

types de fumées dites secondaires :

1. La fumée dite "sidestream" est issue de la combustion spontanée de la cigarette
dans le cendrier a basse température. Ce type de fumée se subdivise en deux catégories
dépendamment du moment ou elle est inhalée. Si elle est inhalée directement a la sortie de
la cigarette, on parlera de fumée dite fraiche. Si [’on attend qu’elle retombe et se dilue dans

I’air elle sera dite 4gée/diluée.

2. La fumée dite "mainstream", correspond a la fumée inhalée par le fumeur
produite & plus haute température influengant par le fait méme la composition chimique de
cette derniére. Dans le méme ordre d’idée que ci-dessus, il existe donc une fumée

"mainstream" dite fraiche et une autre dite dgée /diluée.

3. La fumée dite "mainstream" exhalée par le fumeur qui peut étre aussi fraiche et

agée/diluce.

4. De plus, depuis quelques temps, certains groupes d’études semblent tabler sur
I’existence d’une fumée dite tertiaire (Matt et al. 2004 ; Winickoff et al. 2009). La fumée
tertiaire est un nouveau concept. Elle est composée des mémes substances toxiques
contenues dans la fumée et qui subsistent apres que le fumeur a éteint sa cigarette. Il s’agit
de la fumée qui reste piégée dans les cheveux, la peau, les murs, les tissus, les tapis, les
meubles et les jouets. Elle s’accumule avec le temps. Les substances nocives contenues
dans la fumée qui se dépose finissent par polluer I’air et se retrouver dans les poumons. Elle
est particuliérement a risque pour les bébés et les enfants qui jouent a terre sur le tapis et

portent les objets a leur bouche.
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Dans le cadre de ces expérimentations, chaque agneau inhale un mélange "sidestream" et
"mainstream” produite par I’ASM. De plus, étant exposés deux par deux, chaque agneau est
en contact avec de la fumée "mainstream" exhalée produite par I’autre agneau présent. A
ceci s’ajoute les fumées de tout type dgées/diluces et de la fumée tertiaire emprisonnée dans
la laine des animaux. Ainsi, notre systéme d’exposition reproduit de la fumée dite
secondaire dans son entier comme rencontrée durant I’exposition des nourrissons humains a

domicile.

De plus, I’ASM posseéde une interface simple d’utilisation permettant de moduler le degré
d’exposition en terme de fréquence de cigarettes briilées (temps entre deux cigarettes de 1 a
60 min), de fréquence de bouffées (temps entre deux bouffées de 1 a 60 sec) et de volume
de bouffée (1 a 60 ml). Le seul parameétre stable de cette machine reste la durée d’une
bouffée paramétrée a 2 secondes (normes ISO 3308). Le degré d’exposition individuel peut
facilement étre analysé par un simple prélévement d’urine permettant la mesure d’un
rapport cotinine/créatinine comparable & des valeurs de références souhaitées retrouvées en
clinique dans la littérature (Blackburn et al. 2005 ; Joseph et al. 2007 ; Anuntaseree et al.
2008 ; Kott et al. 2008).
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Chapitre 3: Effets de [Phypoxie/hypercapnie et de la fumée

environnementale de cigarette sur la fréquence des déglutitions.

Les nouveau-nés humains peuvent étre soumis a des stress respiratoires comme [’hypoxie
et/ou ’hypercapnie durant des situations fréquentes comme le coucher sur le ventre durant
la nuit ou ’obstruction du nez et de la bouche par une couverture. Certaines maladies
respiratoires rencontrées en unités de soins intensifs néonataux, comme la dysplasie
bronchopulmonaire des prématurés, le syndrome de détresse respiratoire... s’accompagnent
aussi d’hypoxie et/ou d’hypercapnie. De plus, le visage actuel de nos sociétés modernes
s’est grandement enfumé au cours des 50 derniéres années non seulement & cause de la
pollution atmosphérique mais aussi et surtout a cause du nombre croissant de fumeurs.
Ainsi, le taux de cancers du poumon est & son plus haut niveau (troisieme cancer le plus
prévalent chez I’homme et la femme) et reste le plus meurtrier en 2010, tant chez I’homme
que chez la femme. Un autre fait important reste que, parmi les fumeurs, la proportion de
femmes est en constante augmentation. Les lois antitabac n’ont pas modifi¢ I’exposition &
la FEC a la maison, qui représente 1’exposition la plus importante pour un nourrisson.
Certaines méres n’hésitent pas a fumer pendant qu’elles allaitent ou bercent leur enfant.
Ainsi, depuis la campagne « Dodo sur le dos » des années 90, la FEC est généralement
considérée comme le principal facteur de risque évitable du SMSN avec une augmentation
du risque de décés avant 1’dge de un an multiplié par 2 a 5 (Anderson et Cook, 1997 ;

Hafstrom et al. 2005).

I. Effets de Phypercapnie :

Les résultats de cette thése démontrent clairement que 1’hypercapnie stimule la fréquence
des DNN quel que soit le stade de conscience. Ces résultats sont en opposition avec ceux
chez ’humain adulte ou une diminution est observée (Nishino et al. 1998) et ceux chez le
chat ou aucun effet n’est observé (Nishino et al. 1986). A ce stade, plusieurs explications

peuvent étre proposées (figure 14).
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Figure 14 : Schéma récapitulatif des effets de I’hypercapnie au niveau salivaire, de la
région du larynx / pharynx, de la respiration et des centres de la déglutition et de la
respiration. Ions Cl : lons chlorure ; RGO : Reflux Gastro-(Esophagiens ; NLS : Nerf
Laryngé Supérieur ; Centres resp. et deg. fusionnés: Centres de la respiration et de la
déglutition fusionnés.
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1. La premiére est d’origine mécanique et correspond a une augmentation
potentielle de la production de salive. Nous n’avons pas observé d’augmentation de la
production de salive en hypercapnie chez I’agneau. Cette observation est en accord avec les
résultats chez ’homme exposé a un mélange riche en CO; durant la plongée ou la stabilité
du débit salivaire est assurée par une baisse de la concentration en ions chlorures
(Schaeffer, 1979). Cependant, cet article rapporte une augmentation de I’acidité gastrique et
des symptdmes de reflux gastro-cesophagiens, qui pourraient étre responsables d’une

augmentation des DNN.

2. La deuxiéme est d’origine laryngée et repose sur I’hypothése de la stimulation des
récepteurs de la muqueuse directement par le CO;. En effet, de nombreuses recherches ont
montré que les récepteurs de la muqueuse laryngée sont sensibles & différents stimuli via
des études sur le NLS. Boushey et al. en 1974 ont démontré que le CO; active les fibres de
type 1 (myélinisées sans activité spontanée) et inhibent les fibres de type 2 (myélinisées a
adaptation lente et activité basale importante) chez des chats anesthésiés. Cette modulation
a aussi été observée sur le larynx isolé chez le chat anesthésié et décérébré (Bartlett et
Knuth, 1992) et chez le chien anesthésié (Anderson et al. 1990) probabalement via la
stimulation du NLS directement par le CO, (Bradford et al. 1990 ; Bradford et al. 1993).
En général et sur une échelle plus macroscopique, il a été démontré que I’hypercapnie
augmente ’irritation laryngée (Nishino et al. 1998). Les études ci-dessus sur larynx isolé
ont utilisé un taux stable de CO, pour ventiler la muqueuse. D’autres études sont arrivées
aux mémes résultats avec des niveaux de CO, variables pour mimer I’inspiration et
’expiration (Bartlett et al. 1992 ; Bradford et al. 1998). Ainsi, le CO,, en modulant
I’activité de nombreux récepteurs laryngés / pharyngés et en entralnant une stimulation du
NLS qui peut a elle seule déclencher une déglutition (Doty, 1968 ; Dubner et al. 1978),
pourrait par cette boucle contr6le induire une augmentation de la fréquence des DNN au

repos.

De plus, au niveau musculaire, le CO, a une action sur les muscles des VAS en stimulant
I’activité du muscle génioglosse (Nolan et al. 1990) et du nerf grand hypoglosse (Bartlett et
Knuth, 1992).
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3. La troisiéme hypotheése repose sur la configuration bulbaire des centres de la
déglutition et de la respiration, comme expliqué dans I’introduction. Premiérement, il est a
noter qu’une partie importante de la chémoréception du CO; via une baisse ou non du pH
du liquide céphalo-rachidien (LCR) est d’origine centrale, contrairement a la
chémoréception de 1’0, & prédominance périphérique. En effet, de nombreuses études ont
impliqué de nombreux regroupements neuronaux tant cérébraux que bulbaires dans la
chémodétection du CO, au niveau central. Ainsi, les noyaux du raphé (Nattie et Li, 2001 ;
Taylor et al. 2005 ; Nattie et Li, 2008 ; Dias et al. 2008), le noyau rétrotrapézoide (Li et
Nattie, 2002), le NTS (Nattie et Li, 2002) et la surface ventrolatérale du bulbe (Neubauer et
Sunderram, 2004) sont impliqués. Leur activation par ’augmentation du CO; ou la
diminution du pH local induit une stimulation de la respiration, comme observé dans cette
étude et celles citées précédemment. Deuxiémement, si les centres respiratoires et de la
déglutition semblent étre interconnectés chez 1’animal adulte (Jean, 2001), ils seraient
méme incomplétement séparés en période néonatale, tout du moins chez le chaton (Sumi,
1967 ; Sumi, 1975). Ainsi, durant le stress hypercapnique, la stimulation des centres de la
respiration qui sont étroitement interconnectés, voir fusionnés avec les centres de la

déglutition, peut causer une stimulation secondaire de la déglutition.

En résumé des effets de I’hypercapnie sur la fréquence des DNN, I'implication de 3
mécanismes reste plausible pour expliquer I’augmentation des DNN: 1. La modification de
la sécrétion salivaire (volume et/ou composition), 2. La stimulation des récepteurs de la
muqueuse laryngée, 3. La stimulation conjointe des centres de la respiration et de la
déglutition. Ainsi, tel que proposé antérieurement, I’augmentation des DNN en hypercapnie
pourrait étre un mécanisme de défense des VAI au méme titre que I’augmentation de la

toux observée chez I’étre humain adulte (Nishino et al. 1998).
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I1. Effets de I’hypoxie :

L’hypothése d’un effet potentiel de I’hypoxie (ou de I’hypercapnie) sur les déglutitions
reposait sur I’existence d’une pause respiratoire durant la déglutition et sur un contrdle
central commun de la déglutition et de la respiration au niveau du NTS dans le tronc
cérébral. Des observations au niveau moléculaire dans le NTS viennent renforcer
I’hypothése d’une interaction entre les deux fonctions physiologiques, spécialement en
hypoxie. Il a en effet été observé que le glutamate, en s’intégrant dans une boucle dite
NMDA / NO, permet I’amplification du stimulus hypoxique au niveau du NTS et active la
réponse cardio-respiratoire & I’hypoxie (Haxhiu et al. 1995). Ce méme neurotransmetteur a
aussi été¢ impliqué dans la fonction de déglutition grace a une expérimentation judicieuse de
microinjections de glutamate dans le NTS pour reproduire des déglutitions similaires a celle
observées lors de la stimulation du NLS (Kessler et al. 1990). De plus, les récepteurs

NMDA et non-NMDA au glutamate ont aussi été¢ impliqués (Kessler et Jean 1991).

Ainsi, les résultats ci-dessus suggérent que !’hypoxie pourrait augmenter les DNN.
Cependant, une diminution des déglutitions a été observée chez le chat anesthésié en
hypoxie (Nishino et al. 1986). Finalement, nos résultats chez les agneaux ne rapportent
aucun changement de la fréquence des DNN durant un stress hypoxique a 10%. Afin
d’expliquer nos résultats, un raisonnement basé sur trois hypothéses peut étre fait, comme

pour I’hypercapnie (figure 15).
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Figure 15 : Schéma récapitulatif des effets de I’hypoxie au niveau salivaire, de la région du
larynx, de la respiration et des centres de la déglutition et de la respiration. Ions K : Ions
potassium ; R. adaptation lente BP : Récepteurs broncho-pulmonaires a adaptation lente;
Centres resp. et deg. fusionnés : Centres de le respiration et de la déglutitions fusionnés ;
Glutamate neuroT commun : Glutamate neurotransmetteur commun au contrdle de la
déglutition et de la respiration en hypoxie.
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1. La premiére nécessite donc un débit salivaire stable (valeur identique a la
normoxie), comme observé dans cette étude. Cependant, comme pour I’hypercapnie,
quelques études ont évalué I’effet de I’hypoxie sur différents modéles. Selon certains,
Ihypoxie chronique diminue le débit salivaire lorsque ce dernier est stimulé
pharmacologiquement par des agonistes muscariniques comme la méthacholine chez le rat
(Bianciotti et al. 1994). D’autres prétendent que le débit salivaire est augmenté en hypoxie
chez I’homme en association avec une diminution de la concentration en potassium
(Pilardeau et al. 1990). Comme pour I’hypercapnie, il est possible qu’il existe un effet de la

composition salivaire sur la fréquence des DNN via la stimulation de différents récepteurs

pharyngo-laryngés.

2. La deuxi¢me hypothése basée sur les effets potentiels de ’hypoxie sur les
récepteurs de la région pharyngo-laryngée est moins bien documentée que pour
I’hypercapnie. Cependant, il semble que I’hypoxie joue un réle important dans cette région
responsable de ’activité motrice de la déglutition. En effet, I’hypoxie semble étre capable
d’inhiber la stimulation des nerfs hypoglosse par I’hypercapnie (Bartlett et Knuth, 1994).
De plus, I’hypoxie semble activer les récepteurs bronchopulmonaires a adaptation lente
chez les chiots et les chiens adultes (Fisher et al. 1983). Chez le lapin, la stimulation de ces
mémes récepteurs bronchopulmonaires par 1’hypoxie stimulerait I’activité des muscles
cricoaryténoidiens postérieurs (Bartlett et al. 1981) impliqués dans la déglutition. Ainsi,
P’hypoxie aurait du augmenter la fréquence des DNN elle aussi via la tachypnée qu’elle
induit (tachypnée importante observée dans cette étude). Cependant, I’hyperventilation per
se ne semble pas stimuler la déglutition en hypoxie. Existe-t-il un effet inhibiteur central
direct de I’hypoxie sur les centres de la déglutition? Ou est-ce ’absence de CO,, voir une
hypocapnie relative centrale ou laryngo-pharyngée en hypoxie, qui ne permet pas cette
activation? De plus, il est & noter que lors d’un stress hypoxique aigu, I’augmentation du
réflexe de toux offre un bon systéme de défense des VAL Mais, a I’'inverse, d’autres études
en hypoxie prolongée démontrent au contraire que le réflexe de toux est diminué (Hanacek

et al. 2006 ; Eckert et al. 2006 ; Widdicombe et Singh, 2006).
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3. La troisiéme hypothése remet en question la chémosensibilité centrale 4 I'O,. En
effet, a la différence de I’hypercapnie, la détection de I’hypoxémie est surtout un processus
périphérique au niveau des chémorécepteurs carotidiens. Les centres comme le raphé
bulbaire détectent bien le CO,;, comme expliqué précédemment, mais ne détectent pas
I’hypoxémie (Taylor et al 2005). Des preuves de la chémosensibilité centrale de 1’0, ont
été démontrées au niveau de I’hypothalamus caudal en association avec la stimulation de la
respiration (Horn et Waldrop, 1997). Se basant sur le fait que chez le nouveau-né, les
centres de contrdle de la respiration et de la déglutition ne semblent pas encore étre bien
séparés, pourquoi 1’hypoxie n’augmente-t-elle pas la fréquence des DNN ? Un élément de
réponse vient peut-&tre du fait que la détection de I’hypoxémie au niveau de la portion
ventrolatérale du bulbe rostral (Kawai et al. 1999) stimule les neurones vasomoteurs, mais

inhibe les neurones respiratoires (Sun et al. 1994).

En résumé de ce paragraphe traitant des effets de [’hypoxie sur la fréquence des DNN, les
données de la littérature sur le débit salivaire, la détection de I’hypoxie par les récepteurs
laryngés/bronchopulmonaires et les centres de contrdle de la respiration et de la déglutition
restent trés contradictoires. Globalement, ’hypoxie ne serait pas un stimulus suffisant pour
faire des DNN un mécanisme de défense contre les aspirations. L’absence d’effet de
’hypoxie sur la fréquence des DNN dans cette étude semble dépendre du résultat de
I’interaction centrale de nombreux neurones sensibles & I’oxygéne capables de moduler
positivement ou négativement [’activité des neurones respiratoires du NTS et fort
probablement des neurones impliqués dans la déglutition. Ainsi, malgré I’hyperventilation
en hypoxémie statistiquement plus forte que celle observée en hypercapnie, la fonction de

déglutition demeure non perturbée.

En conclusion, les résultats apportés en hypoxie et en hypercapnie sur la fréquence des
DNN ne peuvent étre expliqués par une simple boucle neuronale mais dépendent de
I’interaction d’influx multiples tant au niveau périphérique que central dont la composante
reste une modification de [’activité neuronale au niveau des centres de la déglutition
responsables de la fréquence des DNN. De plus, I’absence d’effet de ’hypoxémie sur les
DNN malgré une hyperventilation marquée, laisse supposér un certain role du CO,. Ainsi,

en hypercapnie, la fréquence des DNN est augmentée alors qu’en hypoxémie, la fréquence
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des DNN demeure inchangée. L’hypocapnie relative induite par I’hyperventilation pourrait

expliquer ce fait, au moins en partie.

I11. Effets de la fumée environnementale de cigarette :

Les effets de la FEC sur la fréquence des déglutitions sont trés peu documentés dans la
littérature. En effet, seulement deux études du méme groupe de recherche se sont attardées
sur les effets de la fumée secondaire sur la déglutition. Ces deux études faites chez le
fumeur adulte actif réveélent que bien que la fréquence des déglutitions ne soit pas
perturbée, un plus grand volume d’eau est nécessaire pour déclencher une déglutition (Dua
et al 1998, Dua et al. 2002). Cependant immédiatement aprés la consommation de deux
cigarettes la fréquence des DNN est augmentée chez les fumeurs chroniques (Dua et al.
1998). Notre hypothése de départ voulait que I'inflammation laryngée provoquée par la
FEC perturbe la déglutition. Les preuves d’une inflammation de la muqueuse laryngée
secondaire a la FEC et au tabagisme actif ont étées faites chez le cochon, I’humain et sur
I’épithelium cilié a la base de ’€piglotte chez le rat (Ben Gamra at al. 2007; Mouadeb et al.
2009; Lewis, 1981). Cependant notre étude ne démontre aucune inflammation laryngée
secondaire & une exposition de 15 jours a la FEC (20 cigarettes par jour). De plus, aucun
changement dans la fréquence des déglutitions n’est observé au méme titre qu’une autre
étude menée dans notre laboratoire chez des agneaux nouveau-nés a terme avec une
inflammation laryngée induite par une laryngite de reflux (Brisebois et al. 2010 données
non publiées). Bien que I’induction d’une inflammation laryngée légeére a modérée en
période postnatale ne perturbe pas la fréquence de base des DNN, une étude de notre
groupe sur le méme modéle de FEC montre que les DNN n’augmentent pas autant que chez
les agneaux contrfles lors des chémoréflexes laryngés induits, attestant d’une certaine
atteinte de la fonction de déglutition dans notre modele (St-Hilaire et al. 2010). Dans le
méme ordre d’idée, une diminution de la fréquence des déglutitions nutritives est observée
chez les agneaux avec une laryngite de reflux lors de I’allaitement sans toutefois perturber

la coordination DN-respiration (résultats non publiés).
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D’autres études se sont attardées aux effets de la FEC et/ou de la nicotine sur différentes
parties du tractus digestif plus ou moins en relation directe avec la déglutition (allant des
muscles mylohyoides jusqu’au duodénum). Le paragraphe suivant fera la revue de
littérature sur les effets de la FEC sur le tractus digestif (figure 16) et proposera des

hypothéses quant aux répercussions de ces effets sur la déglutition.

¢ effet larynx
O effet M. mylohycidien

W Contraction retlexe SSO
WV Pression SSO
¥ Seuil déclenchement déglutition

A Peristaltisme (Esophagien
A RGO

1 ¥ Pression SIO

W Vidange gastrique | W Péristaltisme de ["antre

Figure 16 : Schéma récapitulatif des effets de la fumée de cigarette ou de la nicotine sur le
tractus digestif. SSO : sphincter supérieur de [’cesophage; SIO : sphincter inférieur de
I’eesophage; RGO : reflux gastro-cesophagien; @ : aucun.
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Physiologiquement, la présence de liquide dans le pharynx induit plusieurs réflexes au
niveau du larynx et du SSO. Le réflexe pharyngo-glottique correspond a une adduction
réflexe des cordes vocales pour éviter les aspirations. Cependant, chez les fumeurs
chroniques, des expériences par vidéo-endoscopie ont démontré une diminution de ce
réflexe se traduisant par la nécessité d’un plus grand volume d’eau dans le pharynx pour
déclencher ce réflexe (Dua et al. 2002); le réflexe est méme aboli dans 60% des cas si
I’injection d’eau se fait lentement. De plus, aucun effet n’est observé sur les muscles
mylohyoidiens et pharyngés chez le chat aprés une injection de nicotine intra-veineuse
(Greenwood et al. 1992). Une contraction réflexe du SSO est aussi normalement observée
lors de la présence d’eau directement instillée dans le pharynx; elle a été interprétée comme
protectrice en limitant les reflux pharyngés. De plus, lorsque le volume d’eau détecté au
niveau des sinus pyriformes dépasse un certain seuil, une déglutition réflexe est déclenchée
comme expliqué en introduction. Les effets du tabac sur le SSO ont été étudiés par des
expériences judicieuses combinant injection d’eau dans le pharynx et la mesure de la
pression au niveau du SSO via un cathéter. Les résultats des effets du tabac sur le SSO vont
toutes dans le sens d’une perte de ’efficacité de ce dernier chez les fumeurs chroniques. En
effet, il a clairement été démontré que chez les fumeurs, un volume d’eau plus important est
nécessaire pour déclencher la contraction réflexe protectrice du SSO contre les reflux et
déclencher une déglutition (Dua et al. 1998). Aucun effet sur la fréquence des déglutitions
chez les fumeurs chroniques n’a été¢ mis en évidence. Les effets du tabac sur le SSO
semblent étre directement liés a un effet local plutét qu’a un effet central de la nicotine
(Dua et al. 2009). De fagon plus générale, certains affirment que le SSO est a ’état basal

plus relaché chez les fumeurs chroniques (Greenwood et al. 1992).

Au niveau du transit cesophagien, aucun effet n’a été rapporté chez le fumeur chronique ou
chez les consommateurs de nicotine en gomme & macher (Miller et al. 1989). Cependant,
chez le chat anesthésié a la kétamine, I’injection intraveineuse aigu€ de nicotine stimule le
péristaltisme cesophagien (Greenwood et al. 1992) impliquant la neurotransmission
ganglionnaire nicotinique et la libération d’acétylcholine sur les récepteurs muscariniques
des cellules musculaires lisses (Blank et al. 1989). Les observations faites au niveau du
SSO sont aussi juxtaposables au niveau du SIO dont la pression est nettement diminuée

chez les fumeurs chroniques (Chattopadhyay et al. 1977 ; Stanciu et Bennett, 1972 ;
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Kahrilas et Gupta, 1990). Dans I’estomac, la consommation de tabac a des répercussions au
niveau de la vidange gastrique. Bien que certains groupes prétendent que cette derniére est
augmentée (Grimes et Goddard, 1978) ou non modifiée chez les fumeurs chroniques
(Petring et al. 1985), la majorité des études s’entendent sur une diminution de la vidange
gastrique chez I’homme (Nowak et al. 1987 ; Miller et al. 1989 ; Johnson et al. 1991) qui
serait directement liée a la nicotine. Une expérience judicieuse d’enrichissement des
cigarettes en nicotine a démontré un effet direct inhibiteur nicotinique sur la vidange
gastrique (Gritz et al. 1988) dont I’hypothése principale serait 1’inhibition directe de
Pactivité motrice de ’antre de I’estomac comme démontrée chez le chien anesthésié ou non
en aigu (Carlson et al. 1970). Plus précisément, au niveau de ’antre, ’effet inhibiteur de la
nicotine serait le résultat de la libération de catécholamines par une stimulation directe des
glandes surrénales. Les catécholamines agiraient via le systéme nerveux et non directement
sur les cellules musculaires lisses gastriques (Carlson et al. 1970). L’implication de la
nicotine est toutefois mise en doute par d’autres études ayant utilisé de la nicotine sous
forme de gomme a macher et non en injection intraveineuse (Miller et al. 1989 ; Chaudhuri
et Fink, 1988). Bien que de nombreuses études concernant les effets de la FEC et/ou de la
consommation de cigarettes sur la partie intestinale de I’appareil digestif ainsi que sur le
foie et le pancréas aient ét€ mences, elles ne seront pas présentées car jugées moins

pertinentes pour la discussion de cette these.

En résumé, sur le plan clinique, la consommation chronique de cigarettes serait directement
impliquée dans [!’initiation, l’aggravation et I’entretien des RGO et des ulcéres
gastroduodénaux. La perturbation de la vidange gastrique et une faiblesse des sphincters
eesophagiens combinée a 1’hypersécrétion d’acide, de pepsinogéne, de bile, de réactifs
oxygénés et de vasopressine et a une diminution de la sécrétion de mucus en seraient a
Porigine (Maity et al. 2003). Si I’on ajoute a ce tableau I’augmentation de la pression intra-
abdominale comme durant la toux ou l’inspiration forcée, nous comprenons que les
fumeurs chroniques soient plus a risque de RGO (Kahrilas et Gupta, 1990 ; Pandolfino et
Kabhrilas, 2000). Le tabagisme passif et actif est aussi impliqué chez 30% des enfants ou

adolescents souffrant de RGO, de douleur gastrique chronique et d’cesophagite
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(Wielkoszynski et al. 2006). Ainsi, dans le cadre de notre étude, une augmentation des
déglutitions aurait pu étre observée en réponse a d’éventuels RGO. L’absence de
perturbation de la fréquence des déglutitions aprés une exposition a la FEC de 15 jours
souléve la question d’une exposition insuffisamment prolongée pour induire des RGO
significatifs capables de stimuler la muqueuse laryngée (aucune inflammation observée sur
les coupes de larynx) et de stimuler la déglutition. Les agneaux sont-ils moins sensibles aux
particules retrouvées dans la fumée de cigarette? Il est aussi a noter que la FEC induit une
baisse de la production salivaire (Guslandi, 2000), observation qui va dans le sens d’une
diminution de la fréquence des déglutitions. Ainsi, il est possible que la FEC entraine
différents effets concomitants mais opposés, 1’effet global sur la fréquence des DNN étant

finalement nul.
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Chapitre 4: La coordination DNN-respiration est une fonction

physiologique trés robuste.

Comme démontré dans les études composant cette thése, un stress respiratoire
hypercapnique est capable de perturber la coordination DNN-respiration chez 1’agneau
nouveau-né a terme démontrant une dominance des DNN de type ie, alors qu’un stress
respiratoire hypoxique, ne perturbe pas la coordination. De plus il est a noter que la FEC

semblerait dans une moindre mesure diminuer les DNN de type ii en SC.

I. Données obtenues chez I’agneau :

Quel que soit le stress auquel sont exposés les agneaux, la coordination demeure semblable
a celle démontrée pour la premiére fois par Reix et al. 2003. Les DNN de type inspiratoire
prédominent (type i supérieur au type ie), alors que les types expiratoires sont minoritaires
(types ei supérieur au type e le plus souvent). D’autres études menées au sein de notre
laboratoire démontrent aussi qu’il est trés difficile, voir impossible de perturber cette
coordination DNN-respiration qui semble étre une fonction physiologique trés robuste. Une
des premiéres €tudes sur la coordination démontre que la prématurité n’a aucun effet (Reix
et al. 2004). Les mémes conclusions sont avancées pour 1’application d’une CPAP nasale
de 6 cm H,0 chez des agneaux nés a terme et en bonne santé (Samson et al. 2005) et chez
des agneaux soit bivagotomisés, trachéomisés ou avec les VAS isolées (Samson et al.
2008). Des études de notre laboratoire présentées a I’American Thoracic Society a la
Nouvelle-Orléans en 2010 tendent vers la méme observation chez des agneaux avec une

inflammation des VAS secondaire a une laryngite de reflux (Brisebois et al. 2010).

De plus, il a aussi été observé que cette fonction est certes robuste chez les nouveau-nés
ovins, mais que la maturation des agneaux eux-mémes vers 1’4ge adulte et I’acquisition de
la capacité a ruminer ne modifient en rien la coordination DNN-respiration (Roberge et al.
2007). La prédominance du type i a aussi été démontrée chez un autre ruminant, la chévre

adulte (Feroah et al. 2000) et chez le lapin adulte (Mc Farland et Lund, 1993).
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1I. Données obtenues chez I’humain :

Chez l’étre humain, la coordination déglutition-respiration a aussi fait I’objet de
nombreuses recherches notamment chez 1’adulte. Mais la coordination démontrée dans tous
les modeles expérimentaux humains révele une coordination a I’opposé de celle retrouvée
chez le mouton, la chévre ou encore le lapin. En effet, chez I’homme et la femme adulte, les
déglutitions surviennent le plus souvent en expiration favorisant les types ee au détriment
du type ii minoritaire. L’explication est basée sur le fait qu’en expiration la protection des
VAI est renforcée par une capacité accrue d’élévation du larynx (McConnel et al.
1986 ; Cook et al. 1989 ; Jacob et al. 1989 ; McConnel et al.1988). Cette observation a été
faite en faisant boire au verre de petites quantités d’eau (Preiksaitis et al. 1992 ; Shaker et
al. 1992 ; Martin et al. 1994 ; Hiss et al. 2001) ou de barium (Martin-Harris et al. 2003 ;
Martin-Harris et al 2005), en déposant une petite quantité d’eau dans la cavité
oropharyngée (Nishino et al. 1985), en faisant manger deux beignes en cing a dix minutes
(Smith et al. 1989) ou en donnant du jus de fruit 4 la cuillére a café (Selley et al. 1989).
D’aprés ces études qui concernent la DN, la coordination déglutition-respiration demeure
aussi trés robuste chez I’adulte humain quelle que soit la technique expérimentale utilisée.
La méme observation a été faite pour la DN chez des enfants allaités 4gés de 48 heures 4 un
an (Kelly et al. 2007). Il en va de méme pour les DNN chez I’adulte humain (Kelly et al.
2007). Cependant, chez le nouveau-né, il semble exister une maturation de la coordination
des déglutitions avec la respiration (Kelly et al. 2007). Plus précisement, si a 48 heures de
vie, les DN de type ee prédominent, elles diminuent de 33% dés la premiére semaine alors
que les DN de type ie augmentent de 26% dés le neuvieme mois de vie (Kelly et al. 2007).
Ainsi, on peut observer au cours de la premiére année de vie une augmentation des
déglutitions de type ie qui deviennent le type prédominant suivi du type ee (4 la naissance,
le type ee prédomine suivi du type ie).De plus, au cours de la premiére année de vie les
déglutitions survennant durant une pause respiratoire diminuent pour devenir le type de
déglutition le moins fréquent (le troisiéme en prévalence a la naissance). Il est a noter que
la coordination DNN-respiration chez I’humain &4gé de moins de un an n’est pas influencée
par les stades de conscience (Kelly et al. 2008). D’autres études évaluant les effets de I’4ge
(Selley et al. 1989 ; Preiksaitis et al. 1992 ; Martin-Harris et al. 2005), du volume d’eau
ingéré (Preiksaistis et al. 1992 ; Hiss et al. 2001) et du sexe (Hiss et al. 2001 ; Samson et al.
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2010 non publié) sur la coordination entre DN ou DNN avec la respiration ont toutes

montré que la coordination déglutition-respiration est trés robuste.

La position du corps et donc des VAS est restée pendant longtemps la plus grande
hypothése de différence entre la coordination chez les animaux quadrupédes (VAS
horizontales) et chez les hommes bipédes (VAS verticales). Mais sur ce point aussi,
I’orientation des VAS ne change pas la coordination chez 1’adulte humain de sexe masculin
(Ayuse et al. 2005). Il en est de méme pour la laryngectomie (Charbonneau et al. 2005).
Cependant, chez la femme en position a quatre pattes, il apparait que les DNN surviennent
plus tardivement que si la femme est debout (Samson et al. 2009). Comme pour les
agneaux, des études ont été¢ menées pour les DNN chez des enfants prématurés (Nixon et al.
2008) démontrant que le type expiratoire prédomine encore, renforgant par le fait méme
I’hypothése de la robustesse de la coordination déglutition-respiration malgré le
changement de position avec le développement de !’étre humain. Il se peut donc que
I’évolution sur des siécles vers la race humaine (bipéde, mais aussi le fait que le larynx soit
en position beaucoup plus haute pour permettre la phonation) soit responsable de cette

coordination trés différente entre les humains et les autres mammiféres.

Cependant, la question de I’effet du sexe sur la coordination déglutition-respiration reste
controversée. En effet, sur le plan anatomique plusieurs différences ont été démontrées.
L’homme est capable de déglutir de plus gros bolus comparativement a la femme (Alves et
al. 2007) grace a une géométrie du larynx légérement différente, une plus grande ouverture
et une plus grande longueure du pharynx et de la cavité buccale (Malhotra et al. 2002 ;
Daniel et al. 2007 ; Alves et al. 2007). Cependant aucune des études sus-mentionnées n’a
étudié la coordination déglutition-respiration. Au niveau de I’cesophage par contre, le SSO
s’ouvre pour une période plus longue chez la femme (Robbins et al. 1992 ; Logemann et al.
2002) et les pauses respiratoires durant la déglutition sont plus longues (Hiss et al. 2003).
Ainsi, ’hypothése qu’il existe un effet du sexe sur la coordination déglutition-respiration
est alors envisageable. Cependant, la littérature démontre qu’il n’’existe pas d’effet du sexe
chez I’humain adulte sur la coordination (Hiss et al. 2001). A noter que dans 1’étude de

Samson et al. 2009 sur I'influence de la position et du sexe entre autre, les hommes initient
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leurs déglutitions plus précocement en expiration que les femmes, quelle que soit la

posture.

En résumé, il apparait donc que la coordination DNN-respiration est une fonction trés
robuste afin de protéger les VAI dés le plus jeune dge avec des DNN a prédominance
inspiratoire chez les animaux mais & prédominance expiratoire chez les humains.
Cependant quelques études trés spécifiques ont démontré que 1’hypercapnie chez I’agneau
(Duvareille et al. 2007) ou bien la volonté chez I’humain adulte (Kelly et al. 2007) était
capable de perturber cette coordination. Observation aussi faite pour la coordination DN-
respiration chez ’humain qui semble trés robuste excepté la premiére année de vie ou il
existe une réelle maturation (Kelly et al. 2007). De plus, il est a noter que 1’étude menée par
Samson et al. en 2009 démontre un effet du sexe sur le moment de survenue de la
déglutition dans le cycle respiratoire (analyse quantitative), bien qu’il n’y ai pas de
perturbation de la coordination qualitative plus grossiére. Ainsi dans cette étude, le type ee

reste le type prédominant quelque soit la condition.

I11. Influence du type d’analyse :

La trées grande majorité des observations faites ci-dessus se basent sur une analyse
descriptive de la coordination en type ii, ie, ei et ee, définie grossiérement par le moment du
cycle respiratoire o commence et se termine la pause induite par la déglutition. L’analyse
quantitative de Charbonneau et al. 2005 (voir introduction) propose une analyse plus fine
de la coordination déglutition-respiration. Bien que le type ee prédomine toujours chez
I’humain, ce type d’analyse a permis de démontrer I’existance d’un contréle plus fin de la
coordination au sein d’un type de DNN bien établi selon la classification descriptive. Ainsi,
chez la femme, les DNN surviennent plus tard en inspiration pour les DNN de type ii en
comparaison avec I’homme. De plus, chez les femmes, la position quadrupede retarde aussi

les DNN de la phase inspiratoire en comparaison avec la position debout (Samson et al.
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2009). Cependant, une autre étude montre, chez ’adulte humain de sexe masculin, un effet
de la posture sur la coordination DN-respiration par un retard de la déglutition en fin
d’expiration lors du passage des sujets de la position debout & la position & quatre pattes
(McFarland et al. 1994). Ainsi, cette technique d’analyse plus fine permettrait de mettre en
avant I'existence d’un contrdle trés fin de la coordination DNN-respiration au sein d’une
fonction trés robuste comme [l’ont démontré les analyses descriptives (le type ee

prédominant chez I’humain et le type ii chez les autres espéces).

IV. L’hypercapnie a un effet réel direct ou indirect via ’hyperventilation ?

La question reste ouverte. Pourquoi si ’on fait exception de la volonté (Kelly et al. 2007)
aucun stress, aucune particularité¢ physiologique, chirurgicale ou positionnelle n’arrivent a
perturber cette coordination descriptive déglutition-respiration alors que I’Hc y arrive ? La
revue de littérature sur ce sujet précis ne fait ressortir qu’une seule étude qui démontre chez
I’adulte humain éveillé une perturbation de la coordination déglutition-respiration sur le
plan descriptif en He. En effet, ce type de stress augmente les déglutitions (déclenchées par
un bolus d’eau) de type i et ei, alors que les types e diminuent (Nishino et al. 1998).
Cependant, les résultats de cette thése sur les effets de I’Hc sur la coordination DNN-
respiration (augmentation du type ie) sont en accord partiel avec un seul autre groupe de
recherche qui a étudié indirectement les effets de ’hyperventilation sur la coordination
DNN-respiration démontrant une augmentation des types e et ie chez I’homme (Shaker et
al. 1992). Ainsi, ’augmentation des DNN de type ie en Hc démontrée dans cette thése
serait liée non seulement a 1I’hyperventilation réflexe en présence de CO; mais aussi au CO,

lui-méme (observation non faite en Hx malgré I’hyperventilation).
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Chapitre 5 : Importance des stades de conscience

Les stades de conscience d’apres Davies et al. 2004 se subdivisent chez le nouveau-né en
trois catégories incluant 1’éveil, le sommeil calme (SC ou nREM) et le sommeil agité (SA
ou REM sleep pour Rapid Eye Movements Sleep). On peut ajouter a cette classification le
sommeil indéterminé non inclus dans les analyses de cette thése. Chaque stade de
conscience est régi par des processus centraux bien distincts et des comportements

physiologiques spécifiques non détaillés ici.

L’étude des effets des stades de conscience sur les DNN a été effectuée depuis la vie feetale
jusqu'a la vie adulte sur différents modeles expérimentaux. Des la vie feetale, il semble que
la répartition des DNN soit dépendante des stades de conscience (Nijland et al. 1997). En
effet, chez le feetus d’agneau, les DNN sont plus fréquentes durant les périodes avec
activité encéphalographique de haute fréquence et de faible amplitude assimilables a du
sommeil REM. Le méme constat est fait chez les agneaux nouveau-nés a terme et
prématurés (Reix et al. 2003 ; Reix et al 2004) et chez la brebis adulte (Roberge et al.
2007). Chez I’étre humain, les DNN prédominent aussi en sommeil REM, que ce soit chez
le nourrisson (Jeffery et al. 2000 ; Page et Jeffery, 1998) ou chez I’adulte (Lichter et Muir,
1975). La prédominance des DNN en sommeil REM est aussi observée durant des stress
respiratoires comme 1’hypoxie, ’hypercapnie et la FEC, comme démontré dans cette thése
(Duvareille et al. 2007 ; Duvareille et al. 2011). Trés peu d’hypothéses sont avancées pour
expliquer ces observations répétées d’une plus grande fréquence des DNN en sommeil
REM, quelle que soit la condition expérimentale. Certains pensent a tort qu’une
augmentation de la sécrétion salivaire est associée (Gemba et al. 1996). L’autre hypothése
avancée est en lien avec I’interconnexion des centres de la respiration et de la déglutition au
niveau du tronc cérébral, comme discuté précédemment. En effet, durant le sommeil REM,
il a été démontré qu’il existe une hyperventilation relative. Comme pour I’hypercapnie, on
est 4 méme de croire que le sommeil REM, en stimulant les centres de la respiration,

stimule aussi les centres de la déglutition.
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Chapitre 6 : Implications cliniques et perspectives

Cette thése portant sur les effets de certains stress environnementaux souvent rencontrés en
période néonatale sur la coordination DNN-respiration renforce I’hypothése de la
robustesse de cette fonction pour limiter les risques d’apnées et d’aspirations. Ainsi, ce
travail ouvre de nombreuses perspectives tant dans 1’approfondissement de 1’étude des

déglutitions que dans I’utilisation des moyens techniques expérimentaux mis en place.

Sur le plan de !’approfondissement de 1’étude des déglutitions, les perspectives sont
grandes. En effet, si ’on se rappelle la théorie du triple risque du SMSN présentée en
introduction, I’étude des différents facteurs de risques a déja été faite mais séparément. Il
serait donc trés intéressant de combiner les risques. Ainsi, on pourrait étudier les DNN chez
des agneaux prématurés et soumis a I’hypoxie, I’hypercapnie ou encore a la FEC. De fagon
plus simpliste, 1’étude de stress néonataux plus longs voir chroniques pourrait étre
envisagée. Cependant, le plus intéressant reste 1’étude postnatale de la déglutition chez des
agneaux nouveau-nés soumis a la FEC durant la gestation. Bien sir, avec ce modele, la
combinaison des stress reste aussi possible ou encore 1’étude d’un stress aigu comme

I’hypoxie sur un animal exposé a la FEC durant la gestation.

Sur le plan expérimental, la mise en place des modéles, notamment la construction de
I’ASM offre des perspectives illimitées pour la recherche animale. En effet, I’ASM étant
structurellement indépendante de la chambre d’exposition, on peut alors adapter n’importe
quel type de chambre pour y exposer des animaux aussi petits que des souriceaux et des
animaux aussi grands que des brebis gestantes ou autres especes incluant les porcs et les
singes. Il est évident que la configuration actuelle permet déja I’étude sur des brebis ou des
femelles d’autres especes gestantes. De fagon plus large, ces modé€les expérimentaux
peuvent aussi nous permettre d’observer les effets de I’hypoxie/hypercapnie et/ou de ’FEC
sur d’autres fonctions physiologiques comme les déglutitions nutritives, les chémoréflexes
laryngés (St-Hilaire et al. 2010) ou encore la variabilité du rythme cardiaque (études en
court d’analyse pour les effets de la FEC)...
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Chapitre 7 : Conclusion

En conclusion, nous pouvons affirmer que la déglutition, trés importante en période
néonatale, demeure une fonction trés robuste, notamment lorsqu’il s’agit de la coordination
DNN-respiration. En effet, la premiére étude de cette thése a démontré qu’un stress
hypercapnique a 5% de CO, a la capacité de perturber la fréquence des DNN et la
coordination DNN-respiration, alors qu’un stress hypoxique a 10% d’0, n’est pas suffisant
pour perturber cette coordination. Le deuxieme volet de cette thése, démontre quant a lui
’effet potentiel, leger (a la limite de la significativité) de la FEC sur la coordination DNN-
respiration en SC. Cependant, des études non publiées et en cours de publication sur les
déglutitions nutritives au sein de notre laboratoire semblent montrer que la déglutition peut
étre perturbée lors de la combinaison de stress, en accord avec la théorie du triple risque.
Ainsi, la fréquence des déglutitions serait modifiée en période néonatale chez 1’agneau lors
de la combinaison de ’exposition a la FEC avec la laryngite de reflux et la nutrition. Dans
une optique tres vaste de la compréhension du SMSN, il serait trés intéressant dans un
avenir proche d’observer les effets de tous les stress ci-dessus mentionnés combinés a la

prématurité.
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